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Konformacijska dinamika K-Ras4B v interakciji z membrano
Povzetek
K-Ras4B je protein udeležen v celični signalizaciji. Prehajanje med dvema stanjema,
GDP-vezanim aktivnim in GDP-vezanim neaktivnim, mu omogoča, da deluje kot
molekulsko stikalo in regulira intenziteto in trajanje celičnih signalov, ki vodijo v
celične odzive kot sta rast in diferenciacija celic ter inhibicija apoptoze. K-Ras4B je
eden najpogosteje mutiranih proteinov v rakavih celicah. Kljub desetletja trajajočim
poskusom, je bil do sedaj uspeh na področju razvoja učinkovin, ki bi preko inhibicije
K-Ras4B delovale kot zdravilo proti raku, omejen. Za nadaljni razvoj inhibitorjev
K-Ras4B je potrebno globoko razumevanje bioloških in kemijskih mehanizmov
delovanja tega proteina.
V aktivni obliki je K-Ras4B preko neurejene C-terminalne regije zasidran v
celično membrano. Katalitična domena K-Ras4B z membrano interagira le prehodno.
Pokazano pa je bilo, da katalitična domena z membrano pretežno interagira v
določenih orientacijah. V nekaterih izmed teh orientacij je zaradi položaja membrane
ovirana interakcija s proteini, ki so pomembni za signalno funkcijo K-Ras4B, kar
bi lahko vplivalo na njegovo aktivnost. Več dosedanjih raziskav je bilo usmerjeno v
določanje prisotnih orientacij in prehodov med njimi, vpliv različnih orientacij na
interno dinamiko katalitične domene pa še ni bil raziskan.
V magistrskem delu smo izvedli simulacije molekulske dinamike in pripadajočimi
analizami strukturne dinamike K-Ras4B divjega tipa ter K-Ras4B z onkogeno
mutacijo G12D v GTP- in GDP- vezanem stanju v vodi in v dveh orientacijah glede
na membrano, ki sta bili eksperimentalno pokazani kot dve najpogosteje zasedeni
orientaciji. Potrdili smo eksperimentalno opaženo dejstvo, da je pri G12D-K-Ras4B
v primerjavi z divjim tipom stabilnost orientacije z α-vijačnicami, orientiranimi
paralelno glede na membrano (H1), večja od stabilnosti orientacije z α-vijačnicami,
orientiranimi pravokotno (P1). Opazili smo konformacijske prehode, ki bi lahko
bili ugodni za izmenjavo GDP z GTP v K-Ras4B-GDP v H1. S kvaziharmonsko
analizo smo pokazali, da vezava proteina na membrano poveča njegovo vibracijsko
entropijo, kar bi lahko olajšalo konformacijske spremembe, pomembne za funkcijo
proteina. Opazili smo nizkofrekvenčne normalne načine nihanja, ki so specifični za
protein, vezan na membrano in se razlikujejo med različnimi orientacijami. V teh
načinih so prisotni odmiki atomov v regijah, pomembnih za interakcijo z vezavnimi
partnerji K-Ras4B in bi lahko kazali na preferenco za specifične funkcijsko pomembne
konformacijske spremembe v proteinu na membrani.
Naši rezultati dajejo vpogled v vpliv orientacije proteina glede na membrano
na dinamiko K-Ras4B, kar bi lahko prispevalo k razvoju inhibitorjev K-Ras, ki bi
delovali preko modulacije orientacijske preference v korist neaktivnih orientacij.
Keywords: K-Ras4B, interakcije protein-membrana, simulacije molekulske
dinamike, kvaziharmonska analiza
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Conformational dynamics of membrane-bound K-Ras4B
Abstract
K-Ras4B is a protein involved in cell signaling. By switching between active
GTP-bound and inactive GDP-bound conformation, it functions as a molecular switch,
regulating the intensity and the timescale of cellular signals leading to various cellular
responses such as cell growth, differentiation and inhibition of apoptosis. K-Ras4B is
one of the most frequently mutated proteins in human cancers. Despite decades of
efforts, the success in treating cancer by inhibiting K-Ras4B has been limited. For
further development of K-Ras4B inhibitors a deep understanding of the biological and
chemical mechanisms of its actions is required.
In its active form, K-Ras4B is anchored to the plasma membrane through a
disordered C-terminal region. The catalytic domain interacts with the membrane
transiently however, it has been shown, that the catalytic domain interacts with the
membrane preferentially in a limited number of distinct orientations relative to the
membrane. In some of the orientations, the interaction with proteins, important for
signalling function of K-Ras4B, may be hindered by the membrane, which suggests,
that the orientation could influence the activity of the protein. There has been a
significant effort in characterizing the most populated orientations and their transitions,
however, the effects of different orientations on the internal dynamics of the catalytic
domain have not yet been investigated.
In this study we performed molecular dynamics simulations with the corresponding
analysis of structure and dynamics of K-Ras4B in wild type form and with an oncogenic
mutation G12D in GTP- and GDP-bound states in water and in two orientations,
which have been experimentally shown as the two dominant orientations. We have
corroborated the experimentaly observed fact that in G12D-K-Ras4B the stability of
the orientation with parallel helices (H2) relative to the membrane compared to the
orientation with perpendicular helices (P1) is increased in G12D-K-Ras4B relative
to the wild type. We observed conformational transitions that could be favorable
GDP-GTP exchange in K-Ras4B-GDP in H1. Using quasiharmonic analysis we
have shown, that the vibrational entropy of membrane-bound protein is increased,
which could facilitate the conformational changes, important for protein function. We
have observed low-frequency normal modes, which are specific for membrane-bound
protein and differ between different orientations. These modes feature displacements of
atoms in regions, important for interaction with K-Ras4B binding proteins and might
indicate preferences for specific functional conformational changes on the membrane.
Our results give insight into the effect of the membrane orientation on dynamics
of K-Ras4B, which could contribute to the development of K-Ras4B inhibitors that
would act by modulating the orientational preferences towards inactive orientations.
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Uvod magistrskega dela je razdeljen na dva dela. V prvem je predstavljen protein
K-Ras4B, njegova vloga v celični biologiji, biokemijske značilnosti in pomen v
medicini. Drugi del je posvečen uporabi metod za karakterizacijo makromolekularnih
sistemov, molekulski dinamiki, analizi normalnih načinov nihanja ter kvaziharmonski
analizi.
1.1 Biokemijske značilnosti K-Ras4B
1.1.1 Vloga Ras in njegov pomen pri raku
Rakava obolenja so drugi najpogostejši vzrok smrti v svetu in odgovarjajo za šestino
vseh smrti. V letu 2018 je Svetovna znanstvena organizacija (WHO) zabeležila 18.1
milijonov diagnosticiranih primerov raka, za rakom pa je umrlo 9.6 milijonov ljudi.
Zaradi velikih družbenih in ekonomskih posledic predstavlja rak enega največjih
izzivov sodobne medicine. Kljub velikemu napredku pri zdravljenju v zadnjih
desetletjih, je rak še vedno povezan z visoko stopnjo smrtnosti [1]. Zato je ključno
iskanje tarč za nove terapevtske metode, ki bi izboljšale izid rakavih obolenj.
Mutacije v katerem izmed genov, ki kodirajo proteine iz družine Ras, so prisotne
pri kar okoli 30% vseh rakavih obolenj. Mutacije Ras so še posebej pogoste pri
določenih tipih raka kot je rak trebušne slinavke (skoraj 100%) [2], rak na pljučih
(19%) [3] in rak debelega črevesa (32%) [4]. V človeškem genomu so prisotni trije geni
za proteine iz družine Ras, HRAS, KRAS in NRAS. K-Ras se izraža v dveh izoformah,
K-Ras4A in močneje izraženi K-Ras4B (v nadaljevanju K-Ras), torej so v človeku
prisotni štirje člani družine Ras [5, 6]. Mutacije vseh izoform so povezane z razvojem
raka, najpogosoteje mutiran pa je gen KRAS. Mutacije KRAS predstavljajo 83%
mutacij Ras v človeških rakih [2].
Ras pripadajo družini malih GTPaz in delujejo kot signalni proteini. Udeleženi
so v različnih signalnih poteh, kot sta MAP kinazna kaskada, ki stimulira celično
delitev in rast ter PI3K/AKT/mTOR, ki stimulira celično rast in sintezo proteinov ter
inhibira apoptozo [7]. Za njihovo funkcijo je pomembna prisotnost liganda gvanozin
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trifosfata (GTP), ki se z intrinzično katalitično aktivnostjo Ras lahko pretvori v
gvanozin difosfat (GDP). Ob hidrolizi GTP v GDP oziroma izmenjavi GDP z
GTP pride do konformacijske spremembe v proteinu, kar določa njegovo zmožnost
interakcije z drugimi signalnimi proteini. Na ta način Ras delujejo kot “molekularna
stikala”, saj preko vezave liganda regulirajo signalne poti v celici. V “aktivnem”, GTP
vezanem stanju Ras interagirajo z efektorskimi proteini kot so PI3K, Raf kinaza in
RalGDS in s tem aktivirajo signalne poti. Hidroliza GTP onemogoči te interakcije in
s tem ustavi signalizacijo. Za ponovno aktivacijo signalnih poti je potrebna izmenjava
GDP z novo molekulo GTP [8].
Tako hidroliza GTP kot izmenjava GDP z GTP v izoliranih Ras potekata
počasi (khidroliza = 6 x 10−4 s−1 in kizmenjava = 2 x 10−3 s−1) [9], vendar se
lahko v interakciji z drugimi proteini pospešita za več redov velikosti. Proteine, ki
pripomorejo k izmenjavi GDP z GTP imenujemo gvanozin-izmenjalni faktorji (angl.
Guanosine nucleotide exchange factors, GEF). GEF stimulirajo disociacijo GDP,
kar omogoča sledečo zamenjavo z GTP. Nanje lahko gledamo kot na predhodnike v
signalnih kaskadah, saj ob prejemu signala aktivirajo Ras in na ta način omogočijo
prenos signala navzdol po signalni poti. Dobro poznana GEF sta SOS in cdc25.
Proteine, ki pospešijo hidrolizo GTP v Ras imenujemo aktivacijski proteini GTPaz
(angl. GTPase-activating proteins, GAP). GAP imajo preko deaktivacije Ras vlogo
zaustavljanja signalnih poti. Ravnotežje med izmenjavo GDP in GTP ter hidrolizo
GTP, ki je uravnavano s pomočjo GEF in GAP tako regulira magnitudo in časovni
okvir aktivacije signalne poti [10]. Cikel aktivacije in deaktivacije Ras je shematsko
prikazan na sliki 1.
Za rakave celice je značilna pretirana aktivacija signalnih poti, ki inducirajo
celično delitev, rast in zaustavljanje apoptoze. Med mutacijami Ras so torej onkogene
tiste, ki zmanjšajo hitrost hidrolize GTP preko vpliva na intrinzično katalitično
aktivnost Ras ali preko onemogočanja interakcije z GAP. Na ta način se bistveno
poveča delež Ras v aktivnem stanju in aktivacija efektorskih proteinov [11].
Različne izoforme Ras si delijo veliko podobnost zaporedij in imajo enako
katalitično aktivnost ter vezavno mesto za efektorje, razlikujejo pa se v lokalizaciji
na znotrajceličnih kompartmentih in membranskih domenah. Razlikujejo se tudi
v zmožnosti aktivacije različnih signalnih poti, kar je vsaj delno posledica razlik v
koncentraciji posameznih efektorjev na različnih predelih membrane [10, 12]. Mutacije
različnih izoform imajo različno biološko vlogo in se različno pogosto pojavljajo pri
različnih tipih raka [13]. Mutacije poljubne izoforme Ras povzročajo transformacijo
celic v rakave celice, vendar so pri človeških tumorjih z mutacijo v Ras daleč
najpogostejše mutacije K-ras [2].
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Slika 1: Shematski prikaz regulacije aktivnosti Ras preko vezave GTP in GDP ter
primerjava med ciklom izmenjave GTP in GDP v proteinu divjega tipa (a) in proteinu z
onkogeno mutacijo (b)
1.1.2 Struktura in reaktivnost K-Ras4B
K-Ras je monomeren protein, sestavljen iz 185 aminokislinskih ostankov. Sestavljata
ga globularna katalitična domena (aminokislinski ostanki 1-166) in neurejena
hipervariabilna regija (angl. hypervariable region, HVR, aminokislinski ostanki
167-185). Na katalitično domeno je vezan GTP oziroma GDP ter magnezijev ion,
ki je koordiniran na nukleotid ter Ser17 proteina, v GTP-vezanem stanju pa tudi
na Thr35. Poleg katalitične funkcije je katalitična domena tudi glavno mesto vezave
GEF, GAP in efektorskih proteinov. GEF, GAP in efektorji s katalitično domeno
pretežno interagirajo preko efektorske poloble (aminokislinski ostanki 1-86), na kateri
se nahaja tudi aktivno mesto. C-terminalni del katalitične domene, sestavljen iz
aminokislinskih ostankov 87-166, je poimenovan alosterična domena [14]. Struktura
Ras-GTP je prikazana na sliki 2 (a).
Ras-GTP in Ras-GDP se razlikujeta v specifičnosti za interakcijo z drugimi
proteini. Za to je odgovorna konformacijska sprememba, ki se zgodi ob hidrolizi
oziroma zamenjavi liganda. Primerjava kristalnih struktur GTP in GDP vezanega
K-Ras kaže, da se največje spremembe zgodijo na področju dveh regij, tako
imenovanega stikala I (angl. switch I, SWI), ki vključuje aminokislinske ostanke
30-36 in stikala II (angl. Switch II, SWII), ki obsega aminokislinske ostanke 59-76
(slika 2 (b)). V Ras-GTP SWI in SWII preko aminokislinskih ostankov Thr35 oz.
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Gly60 tvorita vodikove vezi z γ-fosfatom GTP, kar stabilizira aktivno konformacijo
proteina. Thr35 interagira tudi z magnezijevim ionom. Po hidrolizi γ-fosfata se te
interakcije prekinejo in fleksibilnost stikal se poveča [8]. Stikali sta udeleženi pri
vezavi večine interakcijskih partnerjev, ob konformacijski spremembi pa se spremeni
njuna zmožnost vezave na te interakcijske partnerje [10].
Za aktivnost Ras pa vezava GTP ni edini pogoj. Ras-GTP obstaja v dveh
konformacijah, aktivni, ki je prisotna v večini kristalnih struktur, ter neaktivni, ki je
bila najprej prepoznana v 31P NMR spektrih H-Ras [15–17]. V neaktivni konformaciji
T35 ni koordiniran na magnezijev ion, prav tako ni prisotna vodikova vez med Gly60
in γ-fosfatom. Konformacija je delno podobna konformaciji Ras-GDP in znano je,
da je tako afiniteta za efektorje kot GTP-azna aktivnost Ras v takšni konformaciji
zmanjšana [17]. Razmerje med konformacijama je blizu 1 [15]. Določena je bila
tudi kristalna struktura H-Ras v neaktivni konformaciji, ki je pokazala drugačno
orientacijo Gln61, katerega vloga je opisana v nadaljevanju in drugačno razporeditev
vod v aktivnem mestu, kar bi lahko bil razlog za zmanjšanje katalitične funkcije te
konformacije [18].
Študije K-Ras v raztopini nakazujejo, da bi na aktivnost Ras lahko vplivala
tudi interakcija HVR s katalitično domeno. HVR ne zavzame urejene strukture
in ni viden v nobeni izmed rešenih kristalnih struktur, pokazano pa je bilo, da
v raztopini interagira s katalitično domeno. Interakcija med HVR in katalitično
domeno se razlikuje v GTP- in GDP-vezanem stanju. V GDP-vezanem stanju
je interakcija močnejša in v večji meri vključuje efektorsko poloblo, kar bi lahko
delovalo inhibitorno za vezavo efektorjev in GEF [19–21]. Nekatere onkogene mutacije
zmanjšajo interakcijo med HVR in efektorsko poloblo tudi v GDP-vezanem stanju,
kar bi lahko povečalo njeno dostopnost za GEF in dodatno prispevalo k prekomerni
aktivaciji Ras ob mutaciji. Za aktivnost Ras je sicer potrebna vezava proteina
na membrano, ki poteče preko HVR, kar omeji njegovo možnost za interakcijo s
katalitično domeno (poglavje 1.1.3). Pomen avtoinhibicije s HVR in vivo zato ni
neposredno očiten, vendar nekatere simulacije molekulske dinamike na membrani
kažejo, da ima HVR vlogo pri določanju aktivnosti proteina tudi na membrani [22].
Pretvorba GTP v GDP poteka kot hidroliza terminalne fosfatne skupine z
molekulo vode iz topila. Reakcija poteka preko nukleofilnega napada molekule vode
na terminalno fosfatno skupino in cepitve P-O vezi, pri čemer se sprosti fosfat [23]
(slika 3). Katalitična funkcija Ras temelji na stabilizaciji GTP v konformaciji, ki je
bližje prehodnemu stanju, ter preureditvi elektronske gostote v produktu podobno
stanje. Pomemben je aminokislinski ostanek Gln61, ki prispeva k orientaciji in
polarizaciji katalitične vode pred nukleofilnim napadom [24]. Mutacije Gln61 so med
najpogostejšimi onkogenimi mutacijami Ras in močno zmanjšajo hitrost hidrolize
GTP. Med aminokislinskimi ostanki, pomembnimi za katalitično funkcijo, je tudi
Lys16, ki stabilizira konformacijo GTP preko vodikovih vezi z β- in γ-fosfatom ter
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Slika 2: (a) Struktura K-Ras-GTP z označenimi strukturnimi elementi. (b) Primerjava
kristalnih struktur Ras z vezanim GppNHp, analogom GTP (PDB ID 6GOD, modro)
in K-Ras-GDP (PDB ID 4LPK, rumeno). Največja sprememba ob zamenjavi nukleotida
je prisotna v SWI in SWII. (c) Aktivno mesto GppNHp-K-Ras (6GOD). Z vijolično so
označene izbrane aminokisline v aktivnem mestu. Z zeleno so označena mesta najpogostejših
onkogenih mutacij.
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Slika 3: Reakcija pretvorbe GTP v GDP, ki jo katalizira Ras.
pripomore k za reakcijo ugodni prerazporeditvi elektronske gostote v GTP [25, 26].
GAP ob vezavi na Ras stabilizirajo stikali in v aktivno mesto vmestijo argininski
ostanek, ki stabilizira GTP energijsko manj ugodni zatemnjeni (angl. eclipsed)
konformaciji ter nevtralizira negativni naboj prehodnega stanja in s tem zmanjša
aktivacijsko bariero reakcije [27]. Hkrati GAP stabilizirajo konformacijo SWII, kar
omogoča ugodno postavitev Gln61. GAP pospešijo reakcijo tudi za 105-krat [28].
Najpogostejše onkogene mutacije so mutacije Gly12, ki zmanjšajo afiniteto GAP
do K-Ras. Substitucija Gly12 s poljubno aminokislino razen prolina povzroči
prekomerno aktivacijo efektorjev [5]. Pogostost različnih mutacij se razlikuje pri
različnih tipih raka. Med tem ko je pri raku trebušne slinavke najpogostejša mutacija
G12D, je pri pljučnem raku pogostejša mutacija G12C [29].
Pretvorba RasGDP v RasGTP poteka s pomočjo GEF. GEF katalizirajo
zamenjavo nukleotida tako, da tvorijo šibek kompleks z Ras-GDP, ki se nato ob
sprostitvi GDP pretvori v tesen kompleks GEF-Ras. Znanih je več struktur Ras
brez nukleotida v kompleksu z GEF. Najprej je bila določena struktura Sos-H-Ras.
Kristalna struktura kompleksa kaže, da Sos z Ras interagira z obsežno površino, ki
vključuje regiji SWI in SWII. Sos vrine α-vijačnico v aktivno mesto Ras, povzroči
večji odmik SWI ter zasede vezavna mesta za magnezijev ion in fosfatne skupine
nukleotida na proteinu. S tem izrine ligand [30]. Kompleks se sprosti ob ponovni
vezavi nukleotida, vendar zaradi visokega razmerja v koncentracijah GTP in GDP
po sprostitvi kompleksa prevladuje Ras-GTP [10].
1.1.3 Interakcija K-Ras4B z membrano
Celična signalizacija v veliki meri poteka na membranah. Za potek signalizacije
je pomembno, da pridejo v interakcijo določeni proteini, ki se v celici nahajajo
v majhnih koncentracijah. Možnost za specifično interakcijo je bistveno večja
na dvodimenzionalnih membranah kot v tridimenzionalnem citosolu. Poleg tega
membrana ni homogena, temveč jo sestavljajo domene z drugačno lipidno sestavo od
povprečne. Specifičnost proteinov za lokalizacijo v domenah membrane z določeno
sestavo tako omogoča, da se proteini, ki so funkcijsko povezani, lokalno nahajajo v
višjih koncentracijah, kar poveča možnost za njihovo interakcijo [31]. Na membrani
poteka tudi signalizacija preko K-Ras. K-Ras je periferni membranski protein, torej je
zasidran na citosolni strani celične membrane preko HVR. Za interakcijo z membrano
je pomembna postranslacijska modifikacija Cys185 s farnezilno skupino [32].
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Za lokalizacijo ter interakcijo z membrano je pomembna tudi interakcija šestih
zaporednih bazičnih aminokislinskih ostankov na HVR (Lys175-Lys180) [33]. Prav ta
regija je verjetno pomembna tudi za specifičnost K-Ras za vezavo na regije membrane
z visoko koncentracijo negativno nabitih fosfolipidov [34]. Fosforilacija K-Ras na S181,
ki povzroči zmanjšanje pozitivnega naboja na HVR, prepreči asociacijo HVR s celično
membrano [35, 36]
Poleg HVR z membrano interagira tudi katalitična domena. Interakcija je sicer
prehodna. Znano je, da je več različnih delov katalitične membrane del časa v
interakciji z membrano, torej je prisotnih več različnih orientacij glede na membrano,
ki so med seboj v ravnotežju. Preferenčne orientacije glede na membrano pa se
bistveno razlikujejo med različnimi izoformami [14]. Poleg površine katalitične
domene, ki se med različnimi izoformami le malo razlikuje, ima pri določanju
membranske orientacije torej vlogo tudi HVR. Orientacija katalitične domene glede
na membrano bi lahko vplivala na funkcijo proteina, saj membrana lahko zmanjša
dostopnost katalitične domene Ras za interakcijske partnerje. Različne izoforme se
razlikujejo v stopnji aktivacije posameznih signalnih poti ter v pogostosti mutacij v
tumorjih, k čimer bi poleg razlik v lokalizaciji na celični membrani lahko prispevala
tudi različna orientacija glede na membrano [37]. Interakcija katalitične domene z
membrano je bila preučevana z različnimi eksperimentalnimi in teoretičnimi pristopi,
vendar rezultati različnih raziskav ne podajajo povsem enotne slike. Prav tako je
funkcijski pomen različnih možnih orientacij aktivna tema raziskovanja.
Prvi vpogled v preferenco za membransko orientacijo K-Ras so dale študije
cirkularnega dikromizma. Kapoor et. al. so pokazali, da je pri K-Ras4B z vezanim
GDP večina α-vijačnic usmerjenih horizontalno glede na membrano, medtem ko
je v K-Ras4B-GTP dipolni moment blizu 0. To nakazuje, da protein prehaja med
več orientacijami z različno usmerjenostjo α-vijačnic [38]. NMR eksperimenti so
preko merjenja razdalj med označenimi izolevcinskimi ostanki in membrano pokazali,
da se vzorec razdalj da razložiti kot ravnotežje dveh orientacij, ene s horizontalno
usmerjenimi vijačnicami, kjer protein z membrano interagira preko vijačnic α4 in
α5 ter β6 (H1) in eno s pokončno usmerjenimi vijačnicami, kjer je glavno mesto
interakcije α2 in β1-3 (P1) [39]. Orientaciji sta prikazani na sliki 4. Pokazali so
tudi, da se ravnotežje med orientacijama razlikuje med GTP- in GDP-vezanim
proteinom ter ob mutaciji G12D. V GTP-vezanem stanju prevladuje P1, medtem
ko se v GDP vezanem stanju ravnotežje pomakne proti H1. V P1 je sicer efektorska
domena obrnjena proti membrani in zato nedostopna za efektorske proteine. Povezava
med dostopnostjo efektorske domene in prisotnim nukleotidom tako ni neposredno
očitna, saj v aktivnem stanju Ras prevladuje orientacija z nedostopno efektorsko
domeno. Opažena pa je bila preferenca za H1 v proteinu z onkogeno mutacijo
G12D, kar lahko prispeva k povečani aktivnosti mutiranega proteina. Orientacijo, ki
odgovarja P1, so Prakash et. al. opazili kot eno dveh najbolj zasedenih orientacij v
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simulacijah molekulske dinamike (MD) v K-Ras4B-GTP z mutacijami G12D, G12V
ter Q61H [40–42]. V drugi opaženi konformaciji so alosterične vijačnice prav tako kot
v H1 vzporedne membrani, vendar katalitična domena z membrano interagira preko
α3 in α4 (H2). V 20 µs simulacije K-Ras z mutacijo G12D je bila del časa prisotna
tudi orientacija H1, vendar mnogo redkeje kot H2 ali P1, medtem ko v K-Ras z
mutacijama Q61H in G12V takšna orientacija ni bila dosežena [41, 42]. Opazili so
tudi večjo zasedenost orientacij H1 in H2 v G12D v primerjavi s Q61H, kar kaže,
da je orientacija s paralelnimi vijačnicami ugodna za G12D, vendar simulacij niso
izvedli na divjem tipu, kar bi potrdilo eksperimentalno opažanje Mazhab et. al.,
da je orientacija z odkrito efektorsko domeno pogostejša pri G12D v primerjavi z
divjim tipom. Tako v H1 in H2 je efektorska domena dostopna za vezavo efektorjev
in na ta način potencialno aktivna, medtem ko P1 ne more predstavljati aktivne
konformacije. Orientacije, opažene v MD študiji Jang et. al. pa se delno razlikujejo
od zgoraj omenjenih. Opažena je bila tudi interakcija katalitične domene s HVR
na membrani, ki je pogostejša pri Ras-GDP kot pri GTP-ras [22], vendar takšnih
orientacij Prakarsh et al. niso opazili med najpogosteje zasedenimi orientacijami.
Različne raziskave torej ne dajejo enotne slike o tem, v kakšni orientaciji se K-Ras
nahaja na membrani. Funkcionalni pomen različnih orientacij in potencialni prispevek
spremembe v ravnotežju med orientacijami k hiperaktivaciji v proteinih z onkogenimi
mutacijami je aktivno področje raziskovanja.
Slika 4: Modeli orientacije K-Ras na nanodiskih na podlagi NMR iz [39]. (a) Orientacija
H1 (PDB ID 2MSC). Protein z membrano interagira pretežno preko vijačnic α4 in α5 ter
zanko β2-β3. V orientaciji H2, opisanih v simulacijah MD Prakarsh et. al. so vijačnice prav
tako orientirane paralelno z membrano, vendar interakcija preko α5 in β2-β3 ni prisotna,
medtem ko katalitična domena z membrano interagira preko α3. (b) Orientacija P1 (2MSD).
Vijolično je obarvana efektorska polobla (aminokislinski ostanki 1-86), rumeno katalitična
polobla (aminokislinski ostanki 87-166), rdeče HVR (aminokislinski ostanki 167-185) in
zeleno GDP oz. GppNHp.
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Poleg interakcije z efektorji pa je pri vrednotenju funkcionalnosti orientacij
potrebno upoštevati tudi možnost dimerizacije. Dimerizacija ima vlogo pri
signalizaciji, saj je dimerizacija potrebna za aktivacijo efektorja v MAPK kinazni poti,
Raf-1, ki se mora za lastno aktivacijo prav tako povezati v dimer [43, 44], medtem
ko z efektorjem RalGDS Ras interagira v monomerni obliki [45]. Muratcioglu et. al.
so predvideli, da K-Ras4B v vodi lahko tvori dimere preko dveh površin, ene na
alosterični polobli (vijačnici α3 in α4) in drugi na efektorski polobli (preko β2) [46].
Površini nista izključujoči, kar bi omogočalo tudi tvorbo multimerov. Obe površini
sta dostopni, če se oba proteina nahajata v H1. V P1 je mogoča le dimerizacija preko
alosterične poloble, saj dimerizacijo preko efektorske poloble ovira membrana. V
H2 je alosterična dimerizacijska površina zakrita, efektorska dimerizacijska površina
pa je dostopna le za monomer, ki ni vezan na membrano. Dimerizacija proteinov
na membrani preko površin, ki so jih predvideli Muratcioglu et. al., zato v H2 ni
možna in glede na te dimerziacijske površine ne predstavljata “aktivnih” orientacij za
aktivacijo Raf-1, ki zahteva dimerizacijo K-Ras. Upoštevati pa je potrebno, da so te
dimerizacijske površine predvidene le računsko na proteinih v vodi, vpliv membrane
na dimerizacijo K-Ras pa še ni bil raziskan. Kristalna struktura celotnega Raf-1 v
kompleksu s K-Ras do sedaj ni bila določena. Glede na model na podlagi simulacij
MD od Li et. al. pa v orientacijah s horizontalnimi vijačnicami tudi ni mogoča
ustrezna interakcija Raf-1 z membrano ob vezavi na efektorsko domeno K-Ras.
V predlaganem modelu kompleksa ima Ras orientacijo s paralelno orientiranimi
vijačnicami, podobno P1, vendar je interakcija katalitične domene z membrano
manjša, kar omogoča interakcijo med Raf-1 in efektorsko domeno K-Ras. Prisotnost
domene CRD, ki je mesto interakcije Raf-1 z membrano, naj bi tudi stabilizirala
takšno orientacijo Ras [47]. Dosedanje raziskave interakcije K-Ras z membrano
torej kažejo, da najstabilnejše orientacije ne omogočajo nujno tudi aktivnosti K-Ras,
interakcijski partnerji pa lahko vplivajo na orientacijo K-Ras in ni izključeno, da so
različne orientacije potrebne za interakcijo z različnimi efektorskimi proteini, GAP
in GEF.
1.1.4 Ras kot tarča protitumorskih zdravil
Geni za proteine iz družine Ras so med najpogosteje mutiranimi geni v rakavih
celicah. Že desetletja je Ras poznan kot potencialna tarča za učinkovine za zdravljenje
raka, vendar je bil do sedaj kljub številnim raziskavam uspeh na tem področju
omejen. Do sedaj ni na trgu še nobenega zdravila, ki bi delovalo preko inhibicije
Ras [48]. Neposredna inhibicija Ras se je izkazala za težavno, saj v strukturi Ras razen
vezavnega mesta za nukleotid ni izrazitih vezavnih žepov, ki bi omogočali vezavo
majhnih molekul z zadostno afiniteto [49], visoka afiniteta Ras do GTP in GDP v
kombinaciji z njihovo visoko koncentracijo v celici pa omejuje možnost inhibicije z
analogi nukleotidov [50].
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Poleg inhibitorjev, ki delujejo preko vezave molekule na katalitično domeno Ras,
potekajo raziskave tudi v smeri inhibicije Ras na neposreden način. Mnoge raziskave
so usmerjenje v zaustavljanje lokalizacije Ras na celični membrani preko inhibicije
procesov posttranslacijskih modifikacij ali transporta Ras na membrano. Pri tem
pristopu pa predstavljajo problem alternativni procesi lipidacije ter dejstvo, da encimi,
udeleženi v teh procesih, niso specifični za Ras, temveč so pomembni tudi za delovanje
drugih proteinov, kar se lahko odraža v visoki toksičnosti takšnih inhibitorjev [2]. Kot
tarče zdravil so bili preizkušeni tudi proteini navzdol v signalnih poteh, ki jih regulira
Ras, vendar se je v tem primeru kot problematičen izkazal pojav rezistence [51].
Identificiranih je bilo več spojin, ki neposredno inhibirajo Ras preko onemogočenja
vezave efektorjev ali izmenjave nukleotidov, vendar je bila pri večini dosedanjih
poskusov aktivnost takšnih spojin premajhna za klinično pomemben učinek [2]. V
zadnjem času so se za uspešene izkazale spojine, ki se kovalentno vežejo na Cys12
v proteinu z mutacijo G12C. Vezava teh molekul onemogoči vezavo efektorjev ter
GEF na protein. Spojine tega tipa so se izkazale za zelo učinkovite in so trenutno
v kliničnih testih. Selektivna inhibicija zmanjšuje toksičnost za celice, ki nimajo te
mutacije, vendar pa je omejena na tumorje z mutacijo G12C. Mutacija G12C je
pogosta pri pljučnem raku, pri večini preostalih tipov raka pa prevladujejo druge
mutacije, na katere takšni inhibitorji nimajo vpliva [48].
Iskanje potencialnih vezavnih mest je zaradi velike in plitve interakcijske površine
težavno, zato je pomembno iskanje “skritih” vezavnih mest, ki so prisotna v prehodnih
konformacijah. Ugotovljeno je bilo, da sta neaktivni konformaciji Ras-GTP s
prekinjenimi vezmi med Thr35 in Mg2+ ter Gly60 in γ-fosfatom prisotna dva
potencialna vezavna žepa, ki nista prisotna v aktivni konformaciji Ras-GTP [18].
Inhibicija s stabilizacijo neaktivne konformacije je bila dosežena s spojinami kot
sta Zn-ciklen in Cu-ciklen [52, 53], vendar pa njihova učinkovitost ni bila dovolj
visoka, poleg tega pa so organokovinski kompleksi nimajo zaželenih farmakoloških
lastnosti [49]. Kasneje je bila identificirana tudi skupina organskih molekul, ki se veže
na vezavni žep v nekativni konformaciji [54]. Jansen et. al. so v študiji, v kateri so
iskali nove molekule, ki bi stabilizirale neaktivno konformacijo odkrili spojino Cmp2,
ki je v zmernem obsegu zmanjšala aktivacijo signalnih poti Ras. Pokazali so tudi, da
je njena afiniteta do proteina v raztopini sorazmerno nizka, vendar se močno poveča
ob vezavi proteina na membrano [55]. Nedavna raziskava je pokazala, da se ta spojina
veže na efektorsko domeno proteina, hkrati pa interagira z membrano. Na ta način
stabilizira orientacijo proteina, v kateri interakcija z efektorji ni mogoča [56]. Odkritje
te spojine podaja dokaz o pomenu orientacije glede na membrano za aktivnost Ras,
hkrati pa nakazuje možnost nove strategije za inhibicijo Ras.
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1.2 Analiza notranje dinamike makromolekul
1.2.1 Simulacije molekulske dinamike
Simulacije molekulske dinamike (MD) so ena najpogosteje uporabljenih metod za
teoretično karakterizacijo dinamičnih lastnosti bioloških makromolekul. Z MD preko
integracije Newtnovih zakonov generiramo različne konfiguracije sistema. Na ta način
dobimo trajektorijo, ki predstavlja časovno odvisnost koordinat delcev sistema. MD
temelji na integraciji enačb enačbe gibanja:
miẍi = Fxi, (1.1)
kjer je xi koordinata sistema, mi masa delca in Fxi sila na delec v smeri koordinate
x. Za izvedbo simulacije MD potrebujemo začetno konfiguracijo sistema, torej
koordinate delcev, ki jih za simulacije MD bioloških makromolekul navadno pridobimo
iz eksperimentalnih ali modelnih struktur molekul. Poleg koordinat potrebujemo tudi
model za opis sil med delci, ki ga imenujemo polje sil. Polje sil vključuje nabor funkcij,
ki opisujejo interakcije med različnimi tipi delcev v odvisnosti od njihove geometrije.
Parametrizirane so tako, da MD s takšnim poljem sil čim bolje reproducira
lastnosti sistema iz eksperimentalnih opažanj ali nižjenivojskih (kvantnomehanskih)
izračunov [57]. V MD bioloških makromolekul kot delce najpogosteje definiramo
posamezne atome, v uporabi pa so tudi grobozrnati modeli (angl. coarse-grained
models), kjer skupine atomov združimo v posamezen delec [58]. Iz trajektorije, ki
jo pridobimo z MD, lahko izračunamo številne lastnosti sistema, tako statične (npr.
zasedenost konformacij, parska porazdelitvena funkcija, termodinamska povprečja)
kot dinamične (npr. difuzijska konstanta, korelacijske funkcije) [59]. Poleg tega lahko
v času spremljamo procese kot so konformacijske spremembe, vezava ligandov ali
zvijanje proteinov [60].
Enačbe gibanja v MD računamo numerično z diskretnimi časovnimi intervali.
Pri izbiri časovnega intervala je pomembno, da je ta dovolj majhen, da ne prihaja
do kršitve zakona o ohranitvi energije, hkrati pa uporaba premajhnega intervala
bistveno upočasni simulacijo [61]. Največji časovni interval pri katerem integracija
ne omejuje natančnosti izračuna, je tako določen s časovno skalo najhitrejših vibracij
v sistemu. Za atomske simulacije je navadno uporabljen interval 1 fs, z uporabo
rigidnih vezi med vodikovimi in težkimi atomi pa je brez večjega vpliva na obnašanje
sistema mogoče uporabiti tudi interval 2 fs [57].
Po izbiri začetnih koordinat navadno najprej izvedemo minimizacijo sistema.
S tem sistem sprostimo in preprečimo prisotnost zelo velikih sil in s tem velikih
pospeškov na začetku simulacije. Sledi ekvilibracijski del simulacije s katerim
zagotovimo, da se sistem nahaja v termodinamskem ravnotežju. Za prvi korak
integracije poleg začetnih koordinat in sil, ki delujejo na delce, in jih določa
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njihov položaj, potrebujemo tudi hitrosti delcev. Začetne hitrosti navadno določimo
naključno v skladu z Maxwell-Boltzmannovo porazdelitvijo. Med ekvilibracijo
spremljamo količine kot sta kinetična in potencialna energija, hitrosti in tlak,
ki morajo zavzeti stabilne vrednosti. Sledi produkcijski del simulacije. Tekom
produkcijske simulacije v določenem intervalu shranjujemo koordinate delcev.
Trajektorije produkcijske simulacije na koncu uporabimo za različne analize [57].
Simulacije MD lahko izvajamo v različnih termodinamskih ansamblih. V osnovni
izvedbi se MD izvaja v ansamblu s konstantnim številom delcev, volumnom in enegijo
(NVE). Pogosto pa želimo simulacije izvajati v ansamblih NVT ali NPT, ki so bližje
eksperimentalnim pogojem. V tem primeru moramo zagotoviti kontrolo temperature
in tlaka. Obstaja več algoritmov s katerimi lahko dosežemo konstantno temperaturo
ali tlak. Kontrolo temperature dosežemo z množenjem hitrosti delcev s faktorjem, s
katerim dosežemo kinetično energijo, ki odgovarja željeni temperaturi. Konstanten
tlak pa vzdržujemo z razširjanjem ali krčenjem volumna sistema [57].
Količine, izračunane iz simulacije MD, so vedno omejene s kvaliteto uporabljenega
polja sil. Na podlagi klasičnega polja sil tako ni mogoče preučevati pojavov, ki so
kvantne narave, npr. nastanka in cepitve kovalentnih vezi. Poleg tega je vedno
prisoten problem omejenega vzorčenja ansambla. Za dobro vzročenje so potrebne
čim daljše simulacije, za doseganje večjih časovnih skal pa je potrebno zelo veliko
število korakov integracije in s tem izračunov sil med atomi, kar je najbolj računsko
zahteven del simulacije [57].Zelo pomembno za napredek metod MD je povečevanje
računske zmožnosti visoko zmogljivih računalnikov. Medtem ko so bile v začetnih
fazah razvoja MD bioloških molekul možne le simulacije majhnih proteinov na
pikosekundni skali [62], so danes dosegljive milisekundne simulacije in simulacije
velikih bioloških kompleksov, kar močno prispeva k zanesljivosti vzorčenja ter širini
možnosti uporabe MD [60].
1.2.2 Analiza normalnih načinov
Analiza normalnih načinov (NMA) je postopek pri katerem iz oblike površine
potencialne energije (angl. potential energy surface, PES) določimo normalne
kooordinate in vibracijske frekvence molekule. Analiza vibracijskih načinov
molekule daje pomembno informacijo o notranji dinamiki molekule. Osnovna
predpostavka NMA je, da lahko potencial v bližini minimuma PES opišemo s
harmonskim potencialom. Potencial V (x1, x2, ...xN), kjer so x1, x2, ...x3N kartezične
koordinate N atomov molekule, razvijemo v Taylorjevo vrsto okoli minimuma
12
V0 = V (x1,0, x2,0, ...x3N,0):
V (x1, x2, ...x3N) = V0 +
3N∑
i















(xi − xi,0)(xj − xj,0) + . . . (1.2)
Ob predpostavki majhnih odmikov od ravnovesne lege nadaljnje člene
zanemarimo. Če V0 postavimo na 0 ter upoštevamo, da so prvi odvodi potenciala po
koordinatah v minimumu enaki 0, potencial zapišemo kot











(xi − xi,0)(xj − xj,0) (1.3)
Pred nadaljno izpeljavo izračuna vibracijskih frekvenc za molekulo z N atomi si
poglejmo model klasičnega harmonskega oscilatorja v eni dimenziji. Delec z maso
m se giblje v potencialu V (x) = 12k∆x





in ∆x odmik od
ravnovesne lege. Z rešitvijo enačbe za 2. Newtnov zakon mẍ = −kx dobimo rešitev





Analogno zapišemo 2. Newtnov zakon za gibanje delca v eni dimenzije v sistemu
N delcev v 3 dimenzijah:
miẍi = −







(xj − xj,0) (1.4)
Sistem enačb za 3N koordinat zapišemo v matrični obliki:
M ẍ = F x, (1.5)
kjer je M diagonalna matrika dimenzije atomskih mas 3N×3N z diagonalnimi
elementi m1, m1, m1, m2... mN , x vektor treh kartezičnih koordinat vsakega atoma,
ẍ vektor njihovih drugih odvodov po času in F Hessian. Problem je najlažje rešljiv
z uvedbo z maso uteženih koordinat qi =
√
mi(xi − xi,0). Enačba gibanja je potem:
q̈ = Kq, (1.6)
kjer je K = M−1/2FM−1/2
Z upoštevanjem splošne rešitve qi(t) = Ai cos(ωt + Φ) in uvedbo normalnih
koordinat Qn =
∑
i cinqi prevedemo sistem enačb na problem lastnih vrednosti
KC = ω2C, (1.7)
kjer je C matrika koeficientov. Z diagonalizacijo K tako dobimo lastne vrednosti iz
13
katerih izračunamo frekvence (ν =
√
ω2
2π ) in lastne vektorje, ki predstavljajo normalne
koordinate načinov nihanja Qi. Prvih 6 lastnih vrednosti je enakih 0 in pripadajo trem
translacijskim in trem rotacijskim prostostnim stopnjam. Preostale lastne vrednosti
predstavljajo frekvence vibracij. Slednje uporabimo za izračun vibracijske statistične
vsote [57, 63].













S pomočjo statistične termodinamike lahko izpeljemo formule za vibracijski
prispevek k termodinamskim količinam kot so Helmholtzeva prosta energija in




















exp (βhν)− 1 − log [1− exp (−βhν)]
}
(1.10)
V makromolekulah je število vibracijskih prostostnih stopenj veliko, zato je
pogosto smiselno definirati gostoto vibracijskih stanj (angl. vibrational density of
states, vDOS) g(ν) [65]:
ρ(ν) = 1(3N − 6) ∆ν
3N−6∑
j=1
δ(ν − νj), (1.11)
kjer je ∆ν širina okna frekvenc in
δ(ν − νj) =
1; −
∆ν





1.2.3 Analiza normalnih načinov v bioloških
makromolekulah
Analiza normalnih načinov nihanja nam omogoči izračun vibracijskih frekvenc
molekule iz katerih lahko izračunamo vibracijski prispevek k termodinamskim
lastnostim, poleg tega pa nam poda normalne koordinate, ki predstavljajo kolektivna
gibanja v molekuli. Ob predpostavki, da potencial proteina lahko opišemo kot
harmonski potencial okoli enega minimuma PES, lahko fluktuacije v termodinamskem
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ravnovesju opišemo s prispevki posameznih normalnih načinov nihanja [66]:
∑
i




Prispevek k fluktuacijami pada inverzno s kvadratom frekvence, torej je
največji prispevek nizkih frekvenc. Za konformacijsko dinamiko proteina so torej
najpomembnejše najnižje frekvence in so povezane s funkcionalnimi gibanji, kot so
konformacijske spremembe [67–69]. Dokazano je bilo, da lahko velik del celotnih
fluktuacij v termodinamskem ravnovesju opišemo le z majhnim številom vibracij
z najnižjimi frekvencami [66]. Poleg MD in metode Monte Carlo je NMA med
bolj uveljavljenimi metodami za preučevanje interne dinamike biomolekul. Izračun
normalnih načinov nihanja zahteva le minimizacijo strukture, izračun Hessiana
ter njegovo diagnoalizacijo, kar je računsko bistveno manj zahtevno od simulacij
MD ali Monte Carlo. Frekvence, ki jih dobimo z NMA, so neposredno povezane z
spektri, ki jih dobimo eksperimentalno z vibracijskimi spektroskopskimi metodami
(IR, Ramanska spektroskopija) [63].
Glavna predpostavka NMA je, da lahko vibracije molekule opišemo s harmonskim
potencialom v minimumu PES molekule. Takšen opis dobro velja v sistemih, kjer je
prisoten globok minimum potencialne energije. Takrat se namreč sistem večino časa
nahaja v stanjih, v katerih so odmiki atomov od ravnovesne lege majhni. Za PES
proteinov pa je značilno, da je prisotno veliko število plitvih minimumov, prehodi
sistema med njimi pa so pogosti, zato stanja v okolici večih minimumov pomembno
prispevajo k opisu konformacijskega prostora proteina [63]. Poleg tega so v okolici
plitvih minimumov, kjer so odmiki od ravnovesne lege večji, večji tudi prispevki
višjih členov v razvoju funkcije potenciala. Napako zaradi zanemarjenja višjih členov
potencalne funkcije od kvadratnega imenujemo anharmonski efekti. Kljub grobim
predpostavkam pri uporabi NMA za opis proteinov pa je metoda relativno uspešna
za opisovanje konformacijske dinamike proteinov. NMA se je izkazala uspešno tudi
pri primerjavi kristalnih stuktur proteinov v različnih konformacijskih stanjih, kjer
nizke frekvence razmeroma dobro opisujejo kolektivna gibanja, ki vodijo v prehod
med znanima konformacija. Zaradi razmeroma majhne računske zahtevnosti ima
NMA zato potencial za pridobivanje informacije o dinamiki makromolekul v večjih
bazah znanih struktur molekul [69, 70]. Na podlagi NMA pa je bilo razvitih tudi več
pristopov, ki v opis vibracij vključujejo tudi anharmonske efekte. Eden izmed njih
je kvaziharmonska analiza.
1.2.4 Kvaziharmonska analiza
Kvaziharmonska analiza (angl. Quasiharmonic analysis, QHA) je, tako kot NMA,
metoda, s katero izračunamo vibracijske frekvence molekule. Za razliko od NMA
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Slika 5: Primerjava harmonskega približka potenciala v (a) NMA, kjer je potencial
harmonski približek potenciala v minimumu PES in v (b) QHA, kjer je efektivni potencial
izbran tako, da opiše fluktuacije iz MD. Povzeto po [72].
pa ne izhajamo iz oblike PES v okolici minimalne strukture, temveč iz trajektorije,
ki jo pridobimo s simulacijami MD ali z metodo Monte Carlo. Frekvence namreč
izračunamo iz odmikov atomov od povprečne strukture [71].
Pri NMA vibracije sistema opisujemo kot nihanje okoli minimuma potencialne
energije v harmonskem približku potenciala. Pri QHA pa frekvence izračunamo
na podlagi fluktuacij v trajektoriji MD, kar je ekvivalentno izračunu normalnih
načinov v “efektivnem” harmonskem potencialu okoli povprečne strukture, v katerem
v termodinamskem ravnotežju dobimo enako matriko fluktuacij, kot v simulaciji
MD. Primerjava harmonskega približka potenciala v NMA in QHA je shematsko
prikazana na sliki 5. Efektivni potencial je tako približek celotne dostopne PES in
ne le posameznega minimuma. Enačbe gibanja za tak sistem zapišemo analogno
enačbi 1.6:
q = Keff q, (1.14)
kjer je
Keff = M−1/2FeffM−1/2
in Feff Hessian kvaziharmonske efektivne potencialne funkcije. Korelacije med
odmiki atomov lahko z upoštevanjem ekviparticijskega teorema izračunamo iz lastnih
vektorjev in frekvenc







oziroma v matrični obliki:
U = 〈q qT 〉 = kBT C Ω−1CT , (1.16)
kjer so qi masno uteženi odmiki kartezičnih koordinat od povprečne lege in C
matrika koeficientov normalnih koordinat. 〈q qT 〉 je torej kovariančna matrika
fluktuacij [63]. Efektivnega potenciala vnaprej ne poznamo, poznamo pa odmike
atomov od povprečne lege, ki jih pridobimo iz simulacije. Z diagonalizacijo matrike U
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izračunamo frekvence in normalne koordinate sistema. Ekspliciten izračun Feff tako
ni potreben [71, 73]. Postopek kvaziharmonske analize je tako ekvivalenten analizi
glavnih osi (angl. Principle Component Analysis, PCA), kjer so vhodne spremenljivke
masno uteženi odmiki atomov od povprečne lege.
V okviru predpostavk so frekvence pridobljene z NMA in QHA, ekvivalentne, saj
je v prisotnosti enega samega minimuma PES, ki ima harmonsko obliko, povprečna
struktura ansambla enaka minimalni, ansambelsko povprečje fluktuacij pa bi v
primeru, da bi harmonska funkcija eksaktno opisovala PES, bilo enako povprečju
vzorčenih fluktuacij. Zaradi anharmonskih efektov in možnosti prehajanja med več
minimumi PES pa je vzorčeni konformacijski prostor širši od konformacijskega
prostora molekule v harmonskem potencialu. QHA frekvence vključujejo tudi
anharmonske efekte. Ker vključujejo tudi “mehkejše” načine nihanja, so v splošnem
nižje od NMA frekvenc. S primerjavo vibracijskega prispevka termodinamskih količin,
pridobljenih iz NMA in QHA lahko tudi ocenimo prispevek anharmoničnosti [71].
Pokazano je bilo, da je anharmonski efekt posebej velik pri nizkih frekvencah, ki so
najpomembnejše za konformacijsko dinamiko proteina [74].
Prednost QHA je tudi v tem, da lahko naredimo frekvenčno analizo samo
za izbrani podsistem. Iz simulacije proteina lahko tako izračunamo frekvence
le za izbrane atome, npr. atome Cα glavne verige, ali pa atome združimo v
skupine. Tako lahko ločeno analiziramo frekvence večjih skupin, kar nam daje bolj
neposredne informacije o gibanju večjih segmentov proteina in olajša interpretacijo
normalnih načinov. Ker so premiki atomov vzeti iz simulacije celotnega sistema,
pa na analizirane atome delujejo sile celotnega sistema. Pri NMA pa moramo
diagonalizacijo izvesti na celotnem sistemu, saj je za diagonalizacijo Hessiana
zahtevano ravnovesje sil [73]. V primeru, da želimo opisati vibracije večjih segmentov,
moramo tako tudi opis sil omejiti na sile med segmenti. Navadno zato NMA izvajamo
na makromolekulah v vakuumu ali z manjšo količino topila. Računska zahtevnost
namreč hitro narašča z velikostjo sistema. Na ta način izgubimo informacije o
vplivu topila na makromolekulo. QHA omogoča tudi vključevanje odvisnosti od
temperature in tlaka. Z MD namreč vzorčimo sistem pri določeni temperaturi in
tlaku. S simulacijami pri različnih temperaturah ali tlaka tako lahko zajamemo
odvisnost vibracij in povezanih termodinamskih količin od temperature oziroma
tlaka, medtem ko smo pri NMA omejeni na energijo ničelne točke [75, 76].
NMA in QHA se bistveno razlikujeta v računski zahtevnosti. Za QHA je potrebna
obsežna simulacija molekulske dinamike, kar zahteva veliko več računskih kapacitet
kot minimizacija in izračun Hessiana, pri obeh metodah pa sledi diagonalizacija
3N×3N matrike. QHA zato uporabljamo kot eno izmed metod analize simulacije
molekulske dinamike, iz katere pridobimo tudi mnoge druge informacije, NMA pa je





Namen magistrskega dela je raziskati spremembe v konformacijski dinamiki K-Ras4B
ob vezavi na membrano v različnih orientacijah. Skonstruirali bomo modele K-Ras4B
na membrani v dveh različnih orientacijah ter v vodi. Primerjali bomo modele
proteina divjega tipa ter proteina z mutacijo G12D v GTP- in GDP-vezanem
stanju. Z metodo simulacij molekulske dinamike bomo primerjali interakcijo z
membrano ter konformacijsko dinamiko različnih modelov. Ocenili bomo stabilnost
posameznih orientacij glede na membrano ter ugotovitve primerjali z rezultati
obstoječih eksperimentalnih in teoretičnih študij. Primerjali bomo konformacijsko
dinamiko proteina, vezanega na membrano in proteina v vodi glede na vezan ligand
in prisotnost mutacije. V magistrskem delu želimo ugotoviti, ali vezava proteina
na membrano znatno vpliva na interno dinamiko proteina. Spremenjena dinamika
proteina na membrani bi namreč lahko vplivala na aktivnost proteina v različnih
okoljih.
Hipoteze:
• Stabilnost posameznih orientacij proteina glede na membrano je odvisna od
vezanega liganda in prisotnosti ali odsotnosti mutacije.






Prpravili smo modele štirih oblik proteina K-Ras4B: divji tip v GTP vezani obliki
(WTGTP), divji tip z vezanim GDP (WTGDP) ter K-Ras4B z mutacijo G12D v GTP
in GDP vezani obliki (G12DGTP in G12DGDP). Začetno konfiguracijo atomov smo
pridobili iz kristalnih struktur iz zbirke RCSB PDB, navedenih v tabeli 1. Pri modelih
WTGTP in G12DGTP smo nehidrolizirajoč analog GTP, GppNHp, nadomestili z GTP.
V strukturi WTGDP (4LPK) smo kalcijev ion v aktivnem mestu kristalne strukture
zamenjali z magnezijevim, ki je prisoten v K-Ras v celici, medtem ko je bil pri
ostalih strukturah magnezijev ion že prisoten. V modelu G12DGDP smo manjkajoče
ostanke 60-64 modelirali s programom MODELLER [77]. Ker uporabljene kristalne
strukture ne vključujejo celotne hipervariabilne regije (aminokislinski ostanki
164-185), smo manjkajoče ostanke skupaj s farnezilno skupino na Cys185 dodali
z uporabo programa UCSF Chimera [78] iz modela, uporabljenega v [21]. Izvedli
smo minimizacijo struktur v vakuumu s programskim paketom CHARMM [79] in
poljem sil CHARMM c36 [35, 80–82] s postopnim sproščanjem fiksiranih atomov
in harmonskih sil s 4000 koraki po metodi najstrmejšega spusta in 4000 koraki
po Newton-Raphsonovi metodi. Za simulacije na membrani smo modele proteina






vstavili v tetragonalno celico vode in fosfolipidnega dvosloja dimenzij 100 x 100 x
175Å, ki smo jo pripravili z uporabo orodja CHARMM-GUI [86, 87]. Fosfolipidni
dvosloj je vključeval molekule 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholina (POPC)
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in 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS) v razmerju 3:1. Membrano
s skupnim anionskim nabojem smo uporabili, ker se Ras preferenčno nahaja na
anionskih domenah membran [34]. Za reprezentacijo vode smo uporabili TIP3
model [88], vključili smo tudi ione K+ in Cl− s koncentracijo 0.15 M, razmerje med
ioni pa smo prilagodili tako, da je bil celoten sistem nevtralen. Protein smo na začetku
postavili nad membranskim dvoslojem v dveh različnih orientacijah,horizontalni (H1)
in perpendikularni (P1), opisanih v študiji Mazhab et. al. [39], kjer so orientacije
določili glede na meritve NMR. Skupaj smo tako pripravili 8 modelov proteina
na membrani. Sisteme smo minimizirali s 1500 koraki po metodi najstrmejšega
spusta in 1500 koraki Newton-Raphsonove metode in jih ekvilibrirali z 1 ns
simulacijo molekulske dinamike s programskim paketom CHARMM in poljem sil
CHARMM c36 [35, 80–82]. Nato smo skozi serijo simulacij z dodatnimi modelskimi
vezmi vsadili HVR v membrano, približali protein membrani ter ga postavili v željeno
orientacijo. S počasnim približevanjem membrani smo preprečili, da bi se v procesu
izgradnje modela vzpostavili nenaravni kontakti med membrano in proteinom, z
vezmi, ki so vzdrževale dihedralne kote v gibljivih regijah ter razdalje med atomi
liganda in proteina blizu vrednosti v kristalnih strukturah, pa smo preprečili, da
bi zaradi uvedenih translacijskih sil prišlo do večjih sprememb v zvitju proteina.
Simulacijske celice smo nato zmanjšali tako, da je bilo med zgornjim delom proteina
in sosednjo membrano v z smeri ob periodičnih robnih pogojih 25 Å topila (končna
velikost celice v z smeri med 118.39 Å in 131.4 Å). Začetne strukture modelov na
membrani so prikazane na sliki 6.
Za simulacije v vodi smo strukture štirih oblik proteina vstavili v tetragonalno
celico vode s 0.15 M KCl dimenzij 100 x 100 x 100 Å. Sisteme smo ekvilibrirali po
enakem postopku kot pri modelih z membrano. Z uvedbo sil smo HVR postavili v
konformacijo, ki ne interagira s katalitično domeno. Začetne strukture modelov v
vodi so prikazane na sliki 7.
3.2 Simulacije molekulske dinamike
Nadaljne simulacije molekulske dinamike smo izvedli s programskim paketom
NAMD [89], ki se je v primerjavi s programom CHARMM izkazal za učinkovitejšega
glede na računske vire. Simulacije modelov proteinov v vodi in v membrani smo
izvedli po enakem protokolu. Mejo za upoštevanje neveznih interakcij smo postavili
pri 12 Å, s preklopno funkcijo med 10 Å in 12 Å. Elektrostatske interakcije smo
obravnavali z Ewaldovo vsoto. Simulacije smo izvedli pri konstantnem številu
delcev, tlaku (1 atm) in temperaturi (300 K). Za kontrolo ansambla smo uporabili
Langevinovo dinamiko [89]. Z metodo SHAKE [90] smo omejili dolžino vezi med
težkimi atomi in atomi vodika, s čimer smo izločili najhitrejše vibracije v sistemu
in s tem omogočili uporabo daljšega integracijskega intervala. Uporabili smo
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Slika 6: Začente strukture modelov K-Ras na membrani. Z modro je prikazan GTP oz.
GDP. Molekule vode in ioni zaradi preglednosti niso prikazani.
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Slika 7: Začente strukture modelov K-Ras v vodi. Z modro je prikazan GTP oz. GDP.
Molekule vode in ioni zaradi preglednosti niso prikazani.
integracijo po metodi Brünger–Brooks–Karplus, ki predstavlja razširitev Verletovega
algoritma za Langevinovo dinamiko [91] z intervalom integracije 2 fs. Po 100 korakih
minimizacije s konjugiranim gradientom smo izvedli 30 ns ekvilibracije s harmoničnim
potencialom med izbranimi atomi v aktivnem mestu (27 sil v modelih z GTP in 29
v modelih z GDP). Nato smo izvedli 160 ns simulacij brez dodanih sil. Za analizo
smo uporabili zadnjih 150 ns simulacij.
3.3 Analiza trajektorij
3.3.1 Izračun difuzijske konstante
Z izračunom difuzijske konstante smo primerjali translacijsko gibljivost proteina.
Zaradi anizotropnosti sitstema s proteinom na membrani, smo za modele z membrani
ločeno izračunali konstanto lateralne difuzije (v smeri xy, Dxy) ter difuzijsko konstanto
pravokotno na membrano (v smeri z, Dz). Za modele v vodi smo izračunali konstanto
difuzije v vseh smereh (Dtot). Difuzijske konstante smo izračunali iz Einsteinove zveze
na podlagi linearne regresije odvisnosti med povprečnim standardnim odmikom (angl.
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mean square displacement, MSD) in časovnim intervalom po enačbah:
MSDz(τ) = 〈(z(t+ τ)− z(t))2〉t = 2Dzτ
MSDxy(τ) = 〈(x(t+ τ)− x(t))2 + (y(t+ τ)− y(t))2〉t = 4Dxyτ
MSDtot(τ) = 〈∆r2(t+ τ)〉t = 6Dtotτ,
(3.1)
kjer je τ časovni interval,
〈∆r2(t+ τ)〉 = 〈(x(t+ τ)− x(t))2 + (y(t+ τ)− y(t))2 + (z(t+ τ)− z(t))2〉
in x(t),y(t) ,z(t) koordintate centra mase ob času t. MSD smo izračunali za τ med 1
in 500 ps z intervalom 1 ps.
3.3.2 Analiza orientacij proteina glede na membrano
Orientacijo proteina glede na membrano smo spremljali preko dveh kotov glede
na strukturne elemente proteina in ravnino membrane ter preko aminokislinskih
ostankov v kontaktu z membrano. Kote smo definirali kot:
• φ1: kot med osjo vijačnice α5 (os 1, os med centroma mase glavne verige
zadnjega zavoja vijačnice-aminokislinski ostanki 160-163 in prvega zavoja
vijačnice-aminokislinski ostanki 152-155) ter normalo ravnino membrane (z
os)
• φ2: kot projekcijo veznice med vijačnicama α4 in α5 (os 2, os med centroma
mase atomov glavne verige aminokislinskih ostankov 127-138 v α4 ter 153-163
v α5) na ravnino, pravokotno na os 1, ter projekcijo normale na ravnino,
pravokotno na os 1.
Navedena kota smo izbrali, ker enolično določata orientacijo proteina glede na
membrano, hkrati pa sta definirana glede na rigidne dele strukture, v katerih ne
prihaja do večjih konformacijskih sprememb. Kota sta prikazana na sliki 8.
Kontakte med aminokislinskimi ostanki proteina in membrano smo izračunali s
programskim paketom CHARMM [92]. Za vsako sliko trajektorije smo izračunali
aminokislinske ostanke proteina, ki se nahajajo v radiju 5 Å od poljubnega fosfolipida.
Upoštevali smo kontakte pri katerih se v treh zaporednih slikah (3 ps) vsaj eden
izmed atomov aminokislinskega nastanka nahaja znotraj mejne razdalje glede na
fosfolipide.
Za vizualizacijo stuktur proteina na membrani smo uporabili VMD [93].
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Slika 8: Prikaz kotov φ1 in φ2 pri K-Ras v orientacijah (a) H1 in (b) P1.
3.3.3 Interakcija HVR s katalitično domeno v vodi
Za modele v vodi smo izračunali kateri aminokislinski ostanki katalitične domene so
skozi simulacijo v kontaktu s HVR. Kontakte smo izračunali s programskim paketom
CHARMM [92]. Kot kontakt smo upoštevali aminokislinske ostanke katalitične
domene (aminokislinski ostanki 1-163), ki se v vsaj treh zaporednih slikah trajektorije
(3 ps) nahajajo v radiju 5 Å od poljubnega atoma v HVR (aminokislinski ostanki
166-185).
3.3.4 Interakcijska energija
Z izračunom interakcijske energije smo želeli primerjati energetiko posameznih
orientacij ter oceniti kako močno prispevek interakcijske energije vpliva na prosto
entalpijo vezave proteina na membrano. S programskim paketom CHARMM smo
izračunali naslednje interakcijske energije:
• Emp,ok - interakcijska energija med proteinom in okolico (voda in membrana) pri
modelih z membrano
• Ewp,ok - interakcijska energija med proteinom in vodo pri modelih brez membrane
• Ecat,ok - interakcijska energija med katalitično domeno proteina (aminokislinski
ostanki 1-164) in okolico
• Ep,m - interakcijska energija med proteinom in membrano
• Emhvr,m - interakcijska energija med HVR (aminokislinski ostanki 165-185) in
membrano
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• Ecat,hvr- interakcijska energija med katalitično domeno (aminokislinski ostanki
1-164) in HVR (aminokislinski ostanki 166-185)
Interakcijske energije smo izračunali s programskim paketom CHARMM iz členov
energijske funkcije, ki vključujejo atome izmed obeh skupin atomov, med katerimi
spremljamo interakcijo. Interakcijske energije smo izračunali vsakih 100 ps ter
izračunali povprečja skozi produkcijsko simulacijo. Izračunali smo tudi razliko med
interakcijsko energijo v vodi in na membrani kot razliko med povprečjema Emok in
Ewok za odgovarjajoče modele (WT/G12D ter isti ligand). Delež prispevka HVR k
interakciji z membrano 〈Emm,hvr/Emm〉 smo izračunali kot povprečje med razmerjem v
vsaki točki. Povprečje Ehvr−kat smo izračunali skozi celotno simulacijo, pri modelih v
vodi pa tudi za del simulacije, ko je bil HVR glede na analizo kontaktov v neposredni
interakciji s katalitično domeno. V tem primeru smo vzeli povprečje naslednjih delov
simulacije:
• WTGTP: 59-150 ns
• WTGDP: 2-150 ns
• G12DGTP: 19-150 ns
• G12DGDP: 0-150 ns
3.3.5 Konformacijska analiza
Konformacijsko dinamiko proteina smo spremljali preko RMSD (koren povprečnega
kvadrata odmika, angl. root mean square deviation) in RMSF (koren povprečnega
kvadrata fluktuacij, angl. root mean square fluctuation). Za izračun RMSD in RMSF
smo uporabili orodja za analizo trajektorij programskega paketa CHARMM. RMSD






‖ri(t)− rrefi ‖, (3.2)
kjer i teče skozi Cα atome katalitične domene (aminokislinski ostanki 1-164), ri(t) je
položaj atoma simulacije ob času t ter rrefi položaj i-tega atoma v referenčni strukturi.
Za referenčno strukturo smo uporabili kristalne strukture 6GOD, 4OBE in 4LPK.







kjer je t teče po korakih simulacije, T je število korakov simulacije, r̄i pa povprečen
položaj atoma skozi celotno simulacijo.
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Razdaljo med N glavne verige Gly60 in Pγ GTP v WTGTP H1 in WTGTP v vodi
smo izračunali s programskim paketom CHARMM.
Izbrane strukture iz simulacij smo vizualizirali s programom UCSF Chimera [78].
3.3.6 Kvaziharmonska analiza
Notranja vibracijska gibanja molekul smo analizirali s kvaziharmonsko analizo.
Trajektorije posameznih modelov dolžine 150 ns smo reorientirali glede na
položaje Cα atomov začetne strukture proteina. Tako smo odstranili celokupno
translacijo in rotacijo proteina. Nato smo izračunali fluktuacije Cα atomov glede
na povprečno strukturo trajektorije. Izračunali smo kovariančno matriko fluktuacij
in jo diagonalizirali. Iz lastnih vrednosti smo izračunali frekvence kvaziharmonskih
načinov nihanja po postopku, opisanem v poglavju 1.2.4. Izračunali smo gostoto
vibracijskih stanj v območju 0-800 cm−1 z intervalom 2.25 cm−1 po enačbi 1.11.















kjer je h̄ reducirana planckova konstanta, ωi i-ta vibracijska frekvenca iz
kvaziharmonske analize, kB Boltzmannova konstanta in T temperatura pri kateri je
izvedena simulacija.
Za analizo nizkofrekvenčnih kvaziharmonskih načinov nihanja smo lastne vektorje
kovariančne matrike vizualizirali z VMD [93].
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Rezultati in diskusija
4.1 Analiza orientacij K-Ras glede na membrano
Izvedli smo 150 ns simulacij MD 12 modelov proteina na membrani v dveh
različnih orientacijah, ki sta bili eksperimentalno pokazani kot najpogosteje zasedeni
orientaciji [39] ter 4 modelov proteina v vodi. Tekom vseh simulacij proteina na
membrani je farnezil na terminalnem Cys185 ostal zasidran na membrani. Dinamiko
proteina na membrani smo spremljali preko naslednjih vrednosti:
• difuzijske konstante
• kotov med osjo vijačnice α5 in normalo membrane ter veznico med centroma
mase α5 in α4 in normalo membrane
• aminokislinskih ostankov v kontaktu z membrano
• energij interakcije med proteinom in membrano.
4.1.1 Difuzijska konstanta
Difuzijsko konstanto smo izračunali iz povprečnega odmika centra mase proteina v
različnih časovnih intervalih med 1 in 500 ps. Z izračunom difuzijske konstante
smo primerjali gibljivost proteina na membrani in v vodi. Difuzijske konstante
so prikazane na sliki 9. Pri modelih v vodi smo spremljali difuzijsko konstanto
v treh dimenzijah (Dtot), medtem ko smo pri proteinu na membrano ločili konstanto
lateralne difuzije (Dxy) ter difuzijsko konstanto pravokotno glede na membrano (Dz).
Manjša difuzijska konstanta tako v ravnini kot pravokotno glede na membrano pri
modelih proteina na membrani kaže, da je translacija proteina ob vezavi membrane
bistveno zmanjšana. Translacija proteina je najbolj omejena pravokotno glede na
membrano. Gibanje je omejeno tudi v ravnini membrane, vendar v manjšem obsegu.
Med translacijsko gibljivostjo proteina v različnih orientacijah glede na membrano
nismo opazili signifikantne razlike. V H1 je difuzijska konstanta nekoliko manjša v
mutiranem proteinu, kar kaže, da je bil protein z mutacijo bolj stabilno vezan na
membrano v primerjavi z divjim tipom.
29




















Slika 9: Difuzijske konstante za protein v dveh različnih orientacijah glede na membrano
(H1 in P1) ter v vodi. Dxy- lateralna difuzijska konstanta, Dz- difuzijska konstanta v z
smeri, Dtot- difuzijska konstanta v treh dimenzijah.
4.1.2 Orientacije proteina glede na membrano
Orientacijo proteina glede na membrano smo spremljali z merjenjem kota med
ravnino membrane (z os) ter osjo vijačnice α5 (φ1) in kota med projekcijama normale
in veznice med centroma mas vijačnic α4 in α5 na ravnino, pravokotno na os vijačnice
α5 (φ2). Poleg tega smo spremljali aminokislinske ostanke, ki so bili v kontaktu z
membrano. Preko kotov smo primerjali orientacije, ki so jih modeli obiskali tekom
simulacije, z analizo kontaktov pa smo raziskali tudi časovno odvisnost orientacij ter
natančneje analizirali način vezave.
Orientacije se glede na izbrana kota razvrščajo v dve popolnoma ločeni skupini, v
vsaki skupini se nahajajo modeli, pri katerih je bila začetna struktura v orientaciji H1
in P1 (slika 10). Torej pri nobenem izmed modelov ni prišlo do spremembe orientacije
iz H1 v P1 ali obratno. Območja v prostoru orientacij, ki so ga obiskali posamezni
modeli z enako začetno orientacijo se med seboj precej razlikujejo. To pomeni, da se
protein na časovni skali 150 ns v nobenem primeru ne ustali v posamezni orientaciji,
ki predstavlja energijski minimum, temveč preizkuša več različnih orientacij. Do večje
spremembe orientacije je prišlo pri obeh modelih WT-Ras, kjer se je protein iz H1,
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kjer z membrano interagira preko α4 in α5, obrnil v orientacijo, kjer z membrano
interagira preko α3 in α4 (H2).
Analiza kontaktov je pokazala, da je pri WTGDP H1 po okoli 70 ns simulacije
prišlo do sorazmerno hitre spremembe orientacije iz H1 (interakcija preko α4 in
α5) v orientacijo H2 (interakcija preko α3 in α4), v kateri je protein ostal do
konca simulacije (slika 11). V primeru WTGTP H1 pa se je protein skozi večino
simulacije nahajal v vmesni orientaciji, kjer je z membrano interagiral preko vijačnice
α4, vijačnici α3 in α5 pa sta z membrano interagirali le občasno. V obeh modelih
proteina z mutacijo G12D v H1, je protein skozi celotno simulacijo z membrano
interagiral preko α4 in α5. Predvsem stabilna je bila interakcija pri G12DGTP,
Slika 10: Orientacije tekom simulacij glede na kota φ1 in φ2. Na slikah je prikazanih pet
orientacij, vzetih iz trajektorij MD.
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Slika 11: Aminokislinski ostanki v kontaktu z membrano odvisnosti od časa (rdeče pike).
(a) WTGTP H1, (b) WTGTP P1, (c) WTGDP H1, (d) WTGDP P1, (e) G12DGTP H1, (f)
G12DGTP P1, (g) G12DGDP H1, (h) G12DGDP P1
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kjer se je orientacija med simulacijo malo spreminjala, poleg α4 in α5 je bila v
interakcijo udeležena tudi zanka med β2 in β3. Takšna interakcija je prisotna tudi
v modelni orientaciji iz Mazhab et. al. [39]. V G12DGDP je bila interakcija nekoliko
bolj dinamična, zanka med β2 in β3 ni bila v kontaktu z membrano skozi celotno
simulacijo, vendar nikoli ni prišlo do večje spremembe orientacije. Mazhab et. al. so
z NMR eksperimentom pokazali, da je pri proteinu z mutacijo G12D večje razmerje
med orientacijama H1 in P1. Naše simulacije kažejo, da je interakcija z membrano
v H1 pri mutiranem proteinu stabilnejša kot pri divjem tipu, saj ni prihajalo do
sprememb orientacije. G12 oz. D12 ne interagira neposredno z membrano v nobeni
izmed orientacij, vendar lahko alosterično vpliva na regije, ki so v interakciji z
membrano. Večje razmerje med orientacijama je lahko posledica večje stabilnosti
H1 ali zmanjšane stabilnosti P1. Število aminokislinskih ostankov, ki so v kontaktu
z membrano v H1, je pri G12D povečano, medtem ko v P1 ni manjše kot pri WT.
Prehod iz H1 v H2 smo opazili pri obeh simulacijah WT, kar nakazuje, da je prehod
medtema dvema orientacijama razmeroma dostopen. H2 je bila opažena tudi kot
ena izmed dveh najpogosteje zasedenih orientacij G12V-Ras v simulacijah MD [40].
V obeh orientacijah so α-vijačnice usmerjene horizontalno glede na membrano kar
ustvari dipolni moment, ki je bil opažen v CD spektru K-Ras-GDP [38].
V izhodni orientaciji P1 protein z membrano interagira preko α2, β1-3 ter s
C-terminalnim delom α3 in α5. V obeh modelihWT je prišlo do prehoda v orientacijo,
v kateri je α2 dvignjena nad membrano (P2). Medtem ko je bila pri WTGTP takšna
orientacija prehodna, se je WTGDP v takšni orientaciji nahajal večino časa. Do
prehodov v orientacijo s paralelnimi α-vijačnicami ni prišlo. Interakcija preko α2
je bila v vseh primerih prehodna, kar nakazuje, da vezava proteina preko α2 ni
zelo stabilna. V orientaciji P1 je efektorska domena orientirana proti membrani,
zato je vezava efektorjev onemogočena. Vendar pa se ob sprostitvi interakcije med
α2 in membrano dostopnost efektorske domene nekoliko poveča. Na sliki 12 so
prikazane superpozicije kompleksa Ras-vezavne domene Raf (RBD) in Ras na modele
iz različnih orientacij, ki so bile prisotne v simulacijah. Orientacijo, podobno P2 so
Li et. al. tudi predvideli kot orientacijo, v kakršni bi K-Ras lahko dimeriziral in
interagiral z efektorjem Raf-1 [95]. Orientacija P1, kakršno so predvideli Mazhab
et. al. torej ne more predstavljati aktivne orientacije, vendar je prehod v orientacijo,
v kateri je interakcija možna, pogost, interakcija z efektorji pa bi lahko dodatno
stabilizirala orientacijo s privzdignjeno efektorsko domeno.
4.1.3 Interakcija HVR s katalitično domeno v vodi
Na membrani HVR interagira z membrano preko farnezilne skupine na Cys185, ki
se vsadi med fosfolipide membrane, k interakciji pa prispevajo tudi elektrostatske
interakcije med kationskimi aminokislinskimi ostanki HVR in fosfolipidi membrane.
V odsotnosti membrane pa je HVR prost, tako lahko interagira s katalitično domeno
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Slika 12: Superpozicija kristalne strukture kompleksa Ras-vezavne domene Raf (RBD) in
H-Ras (PDB ID 4G0N [94]) na K-Ras iz simulacij v različnih orientacijah. Raf-RBD je
prikazan modro, K-Ras vijolično in GTP/GDP zeleno.V P1 membrana onemogoča vezavo
Raf, medtem ko je v preostalih orientacijah interakcija možna. Za interakcijo med Raf
in Ras pa je poleg interakcije med RBD in Raf pomembno tudi pozicioniranje preostalih
domen Raf ter dimerizacija Ras in Raf, kar bi lahko omejevalo zmožnost interakcije v H1,
H2 in P2. Kristalna struktura celotnega kompleksa Ras-Raf še ni bila določena [95].
proteina, kar lahko vpliva na njeno dinamiko. Poleg tega interakcija med HVR in
katalitično domeno lahko dodatno stabilizira stanje, ko protein ni vezan na membrano.
Pred obravnavo interakcijskih energij smo zato analizirali tudi kontakte med HVR
in katalitično domeno pri simulacijah v vodi. Aminokislinski ostanki v kontaktu s
HVR so prikazani na sliki 13.
V vseh primerih v začetni strukturi HVR ni bil v kontaktu s katalitično domeno.
Pri WTGDP G12DGTP in G12DGDP se je kontakt vzpostavil že med ekvilibracijo,
medtem ko je pri WTGTP do kontakta prišlo šele med produkcijsko simulacijo.
Mesta interakcije so se med modeli bistveno razlikovala. Med potekom simulacije
se v večini primerov po začetni vzpostavitvi kontakta regija na katalitični domeni,
s katero je HVR interagiral, ni bistveno spreminjala. Velike razlike med modeli
kažejo, da bilo je mesto interakcije v precejšnji meri odvisno od naključne začetne
vzpostavitve kontakta, nato pa je prišlo do manjšega prilagajanja lege HVR glede
na katalitično domeno, kontakt pa je bil v vseh primerih dovolj stabilen, da je tekom
simulacije ostal prisoten. Meritve NMR in simulacijske študije sicer kažejo, da je
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Slika 13: (a)-(d) aminokislinski ostanki katalitične domene v kontaktu s HVR tekom
simulacije (a) WTGTP, (b) WTGDP, (c) G12DGTP, (d) G12DGDP. (e)-(f)- aminokislinski
ostanki, pri katerih pride do premika v NMR spektru ob primerjavi proteina brez
HVR (aminokislinski ostanki 1-166) in celotnega proteina za (e) K-Ras4B-GTP, (f)
K-Ras4B-GDP. Podatki NMR povzeti po [19].
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interakcija med HVR in katalitično domeno dinamična in je v interakciji udeleženih
več aminokislinskih ostankov, kot je možno razložiti z enim položajem HVR glede na
katalitično domeno [19, 21, 22]. V daljši simulaciji ali ob večih ponovitvah simulacije
bi se tako lahko vzpostavila interakcija, ki je v povprečju bolj ugodna od teh, ki smo
jih opazili. Kontakte iz simulacij smo primerjali z aminokislinskimi ostanki, za katere
so Chavan et. al. [19] pokazali, da pride do premika v NMR spektru celotnega proteina
v primerjavi s proteinom brez HVR (aminokislinski ostanki 1-166). V K-Ras-GTP so
opazili premike predvsem v zanki β2-β3, na β1 in α1, kar kaže, da HVR s katalitično
domeno interagira z aminokislinskimi ostanki v teh regijah. Pri G12DGTP smo prav
tako opazili kontakte v β1 in β2-β3 zanki, poleg tega pa HVR prehodno interagira z
zanko α3-β5 in α2. Kontakt v G12DGTP torej podoben eksperimentalno opaženemu
kontaktu. V WTGTP HVR interagira samo preko β2-β3 zanke, poleg tega pa z
aminokislinskimi ostanki α4, α5 in β4. V obeh simulacijah Ras-GDP je število
aminokislinskih ostankov, ki interagirajo s HVR, večje kot pri Ras-GTP. Pokazano
je bilo, da je interakcija med HVR in katalitično domeno močnejša v GDP-vezanem
stanju [19]. HVR torej v tem primeru zavzame eno izmed možnih interakcijskih
površin, ki pa ni nujno najpogostejša v celotnem konformacijskem prostoru proteina.
Zato je možno, da bi ob drugačnem kontaktu prišlo do močnejše interakcije.
4.1.4 Interakcijska energija med proteinom in membrano
Izračunali smo povprečne interakcijske energije proteina z membrano in topilom.
Primerjali smo tudi interakcijske energije med katalitično domeno ter membrano in
topilom ter interakcijo med HVR ter proteinom. Izbrane interakcijske energije so
navedene v tabeli 2.
Izračun interakcijskih energij med proteinom in njegovo okolico (〈Emp,ok〉-〈Ewp,ok〉)
je pokazal, da je interakcija proteina z okolico v membranskem okolju z vidika
interakcijske energije večinoma ugodnejša kot interakcija v okolju brez membrane.
Povprečna interakcijska energija se med modeli znatno razlikuje, pri WTGTP v
H1 in P1 je interakcija celo manj ugodna kot v vodnem okolju. To kaže, da je
protein z membrano interagiral na različne načine, ki se po interakcijski energiji
razlikujejo, razmerje med načini interakcije pa se razlikuje tudi med modeli, ki so bili
na začetku simulacije v podobni orientaciji. Za natančnejšo oceno smo v primerjavo
vključili tudi interakcijo HVR s katalitično domeno (tabela 3). V membrani je HVR
zasidran na membrano, zato je njegova interakcija s katalitično domeno omejena.
Povprečna interakcijska energija med HVR in katalitično domeno (〈Ekat,hvr〉) je
v večini primerov le rahlo nižja pri modelih v vodi kot pri modelih z membrano.
Vendar v povprečju celotne simulacije upoštevamo tudi čas, ko HVR še ni interagiral
s katalitično domeno, kar je posledica umetne oddaljitve HVR od katalitične domene
med pripravo struktur. Zato smo izračunali tudi povprečno energijo iz končnega
dela simulacije, kjer je bil HVR v kontaktu s katalitično domeno. Interakcijske
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Tabela 2: Interakcijske energije za K-Ras na membrani v kcal/mol: 〈Emp,ok〉- Interakcijska
energija med okolico (voda in membrana) in proteinom z ligandom, 〈Ewp,ok〉 -povprečna
interakcijska energija med K-Ras z ligandom ter vodo v ustrezajočem modelu proteina
v vodi, 〈Emkat,ok〉 povprečna interakcijska energija med katalitično domeno z ligandom in
okolico, 〈Ewkat,ok〉- povprečna interakcijska energija med katalitično domeno z ligandom
in vodo v ustrezajočem modelu proteina v vodi, 〈Ep,m〉- povprečna interakcijska energija
med proteinom z ligandom in membrano, 〈Ehvr,m〉- Interakcijska energija med HVR in
membrano. Kot negotovost je podana standardna napaka povprečja.
〈Emp,ok〉 〈Emp,ok〉-〈Ewp,ok〉 〈Emkat,ok〉-〈Ewkat,ok〉 〈Ep,m〉 〈Ehvr,m/Ep,m〉
WTGTP H1 -7204±5 138±13 66±9 -448±2 0.858±0.002
WTGTP P1 -7185±6 157±13 137±9 -886±3 0.949±0.002
WTGDP H1 -7676±6 -510±11 -120±8 -858±4 0.830±0.002
WTGDP P1 -7455±7 -293±12 -302±10 -899±3 0.847±0.002
G12DGTP H1 -7733±6 -602±11 -243±9 -952±4 0.641±0.002
G12DGTP P1 -7269±6 -138±11 109±9 -594±4 0.832±0.003
G12DGDP H1 -7811±6 -749±12 -402±10 -819±4 0.807±0.003
G12DGDP P1 -7371±6 -310±12 -116±10 -649±4 0.83±0.002
energije so nekoliko nižje od modelov z membrano, vendar ne bistveno v primerjavi
z razlikami energije interakcije z okolico v vodi in na membrano. Interakcijska
energija je torej še vedno v večini primerov nižja v kontaktu z membrano kot z
vodo. Upoštevati pa je potrebno, da način interakcije HVR s katalitično domeno v
simulacijah ni nujno optimalen, zato bi lahko bil na daljši časovni skali kontakt med
HVR in katalitično domeno v povprečju ugodnejši od kontaktov, ki so bili prisotni v
naših simulacijah. Glede na razmeroma majhno stabilizacijsko energijo ob vezavi na
membrano glede na interakcijsko energijo in ob upoštevanju potencialno ugodnejše
interakcije s HVR lahko sklepamo, da interakcijska energija ni glavno gonilo vezave
proteina na membrano, temveč k stabilnosti vezave prispevajo tudi drugi členi proste
entalpije. Primerjava interakcijske energije služi kot ocena za primerjavo proste
entalpije proteina na membrani in v topilu, vendar pa je potrebno upoštevati, da k
dejanski prosti entalpiji prispevajo tudi entropija ter spremembe energije v proteinu,
v vodi in v membrani ob vezavi proteina na membrano.
Primerjava razlike energije med energijo interakcije v membranskem in vodnem
okolju med različnimi orientacijami kaže, da je orientacija H1 glede na interakcijo z
okolico bolj ugodna od P1. Neposredna interakcija proteina z membrano (〈Ep,m〉) je
pri G12D bistveno večja v H1 kot v P1. V obeh primerih WT v H1 pa se je, kot je
navedeno v poglavju 4.1.2, dejanska orientacija med simulacijo bistveno razlikovala
od H1. Pri WTGTP H1, kjer je katalitična domena z membrano interagirala preko
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Tabela 3: Interakcijska energija med katalitično domeno K-Ras (aminokislinski ostanki
1-164) v vodi in HVR (aminokislinski ostanki 166-185) v kcal/mol. 〈Ewkat,hvr〉-povprečje
skozi celotno simulacijo. 〈Ewkat,hvr〉 (interakcija) povprečje od koraka, navedenega v oklepaju,















manjše površine, je tudi interakcijska energija bistveno manj ugodna kot v preostalih
primerih. Pri WTGDP je prišlo do spremembe orientacije v H2. Skupna energija
interakcije je sicer primerljiva WTGDP v P1, vendar je povprečna interakcija prvih
60 ns, ko je bil protein v H1, -783 kcal/mol, medtem ko je povprečna interakcija med
7-15 ns -916 kcal/mol. Interakcija H1 pri WTGDP je torej močnejša v H1 kot v P1,
medtem ko se pri spremembi orientacije v H2 energija interakcije zniža.
Orientacija H1 je pri G12D stabilnejša kot pri WT. Energija interakcije z
membrano v P1 pa je pri G12D višja kot pri WT. Pri modelih WT v H1 se je protein
delno (WTGTP) oziroma večino simulacije (WTGDP) nahajal v nekoliko spremenjeni
orientaciji P1, v kateri α2 ni v kontaktu z membrano. Predvsem pri WTGDP je protein
z membrano interagiral z bistveno manjšim številom aminokislinskih ostankov kot
pri G12D P1 (poglavje 4.1.2), kljub temu pa je interakcijska energija bistveno višja.
Sklepamo lahko, da je vsaj pri WT takšna orientacija stabilnejša, medtem ko G12D
ni za daljši čas prešel v takšno orientacijo. Mutacija torej povzroči tako oslabitev
interakcije z membrano v P1 kot povečanje stabilnosti orientacije H1, posledično je
ravnotežje med orientacijama H1 in P1 pomaknjeno proti H1 [39]. Sprememba v
ravnotežju med orientacijama bi lahko delovala kot dodaten aktivacijski mehanizem
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onkogene mutacije, saj je v H1 dostopno interakcijsko mesto za efektorje, medtem ko
ga v P1 zakriva membrana. Prav tako je efektorska domena dostopnejša v orientaciji
P2, v katero je G12D prešel iz P1.
Izračunali smo tudi prispevka katalitične domene in HVR k energiji interakcije
z membrano (〈Ehvr,m/Ep,m〉). HVR prispeva velik del interakcijske energije med
membrano in vodo (80-95%, razen v primeru G12DGTP, kjer je energija interakcije z
membrano večja kot v preostalih primerih, 64%.). Primerjali smo tudi interakcijsko
energijo katalitične domene z okolico na membrani in v vodi (〈Emkat,ok〉-〈Ewkat,ok〉).
Razlika energije interakcije se razlikuje med modeli, v 3 primerih je višja od 0 in v
5 primerih nižja od 0. Interakcijska energija torej ne predstavlja znatne stabilizacije
katalitične domene na membrani. Moč interakcije med katalitično domeno in
membrano se med modeli bistveno razlikuje, vendar ni moč zaznati signifikantne
razlike med skupinama simulacij pri katerih protein z membrano interagira z isto
površino.
4.2 Konformacijska analiza
Izračunali smo RMSD glede na kristalno strukturao WTGTP (PDB ID 6GOD).
RMSD nam omogoči primerjavo med modeli ter vpogled v večje konformacijske
spremembe skozi čas simulacije. RMSD je prikazan na slikah 14 in 15. Izračunali smo
tudi povprečje RMSF po Cα atomih posameznih aminokislinskih ostankov. RMSF je
merilo za gibljivost posameznih aminokislinskih ostankov in je prikazan na sliki 16.
RMSD je v povprečju nekoliko višji pri modelih proteina z GDP v primerjavi
z modeli z GTP, kar je pričakovano glede na to, da smo v vseh primerih za
referenčno strukturo uporabili WTGTP. Nekoliko višje vrednosti in večje fluktuacije
so prisotne pri WTGTP H1, kar nakazuje, da se je protein skozi celotno simulacijo
nahajal v konformaciji, ki se nekoliko razlikuje od konformacije proteina v kristalni
strukturi. Fluktuacije WTGTP H1 so bile v primerjavi s preostalimi modeli WTGTP
povečane predvsem v stikalu II (SWII, aminokislinski ostanki 59-76). Za analizo
konformacije smo izmerili razdaljo med N atomom glavne verige Gly60 in Pγ GTP
za strukture z GTP. V aktivnem stanju Gly60 namreč interagira s terminalnim
fosfatom GTP (slika 17 (b)). Ugotovili smo, da se je ta interakcija v WTGTP prekinila
kmalu po začetku simulacije s sproščenimi silami. Konformacija, v kateri je Gly60
oddaljen od fosfatne skupine, je že bila opisana kot neaktivna GTP konformacija pri
WT-K-Ras [14]. Povečan RMSF v regiji SWII kaže, da je regija SWII v neaktivni
konformaciji bolj fleksibilna.
V primerih, kjer je prišlo do največjih skokov RMSD, smo spremembe natančneje
analizirali s primerjavo struktur. Velik in nenaden skok v RMSD se pojavi v
WTGDP H1. Do velike konformacijske spremembe je prišlo v stikalu I (SWI,
aminokislinski ostanki 30-36) (slika 18). Premik zanke je močno razprl vezavno mesto.
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Slika 14: RMSD Cα atomov glede na kristalno strukturo 6GOD v odvisnosti od časa
simulacije za modele K-Ras na membrani
Pozicija liganda se pri tem ni bistveno spremenila. Premik zanke je delno podoben
premiku, ki je prisoten v kristalni strukturi kompleksa izmenjevalnega faktorja SOS
in Ras brez liganda, ki je vmesna stopnja izmenjave GTP z GDP (slika 18 (b)). Tudi
pri G12DGDP H1 je prišlo do znatnega odmika SWI, vendar v manjšem obsegu kot
pri WTGDP H1 (slika 19).
Izračunali smo tudi razmerje v RMSD glede na kristalno strukturo 4LPK in
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Slika 15: RMSD glede na kristalno strukturo 6GOD v odvisnosti od časa simulacije za
modele K-Ras na membrani.


































Slika 16: Časovno povprečje RMSF Cα atomov za katalitično domeno modelov proteina
(a) divjega tipa in (b) G12D.
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Slika 17: (a) Primerjava razdalje med N Gly60 in Pγ GTP za WTGTP H1
("neaktivna"konformacija) in WTGTP v vodi (aktivna konformacija). (b) Superpozicija
WTGTP v "neaktivni"konformaciji (po 140ns simulacije) na kristalno strukturo WTGTP
(6GOD).
kristalno strukturo 4OBE (slika 20) za aminokislinske ostanke 58-74 (SWII in
α2). Obe kristalni strukturi predstavljata WTGDP Ras, vendar sta SWII in α2
v različnih položajih. V 4OBE je α2 v podobnem položaju kot pri WTGTP Ras
(6GOD), medtem ko je SWII nekoliko odmaknjen od vezavnega žepa za ligand. Pri
4LPK pa je celotna α2 vijačnica pomaknjena proti β1-3. Razmerje RMSD pokaže,
da je v večini modelov RMSD višji glede na 4LPK, tudi v modelih z GDP, kjer
smo za izhodno strukturo uporabili 4LPK. Pri Ras-GTP je položaj vijačnice glede
na kristalni strukturi razmeroma konstanten, izjema je WTGTP H1, kjer je zaradi
izgube interakcije med SWII in GTP regija mnogo bolj gibljiva. Pri večini modelov
Ras-GDP pa se položaj vijačnice bistveno bolj spreminja. Izjema je WTGDP H1. Pri
WTGDP v vodi je skozi celotno simulacijo tudi skupni RMSD glede na 6GOD povišan
v primerjavi s preostalimi modeli. Razmerje RMSD kristalnih struktur Ras-GDP
kaže, da je položaj vijačnice v nasprotju s preostalimi modeli bolj podoben 4LPK
kot 4OBE. Takšno konformacijo stabilizira HVR, ki ves čas simulacije interagira z
α2 in α3 ter preprečuje, da bi se α2 pomaknila proti α3. Struktura G12DGDP v vodi
iz simulacije je prikazana na sliki 21.
Izračun RMSF je pokazal, da so v večini simulacij Ras-GDP fluktuacije
v SWII večje kot v Ras-GTP. Nekoliko povečana je gibljivost SWII tudi v
neaktivni konformaciji Ras-GTP (WTGTP H1). V SWI pa je RMSF povišan le
pri WTGDP H1 in G12DGDP H1, kjer je prišlo do večje konformacijske spremembe.
Odsotnost terminalnega fosfata torej omogoči večjo dinamiko SWII, kar je posledica
odsotnosti neposredne interakcije med SWII in ligandom (vodikova vez med Gly60
in terminalnim fosfatom). Podobno je ta regija bolj gibljiva v neaktivni konformaciji
Ras-GTP, kjer je ta interakcija odsotna. V vseh simulacijah in kristalni strukturi
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Slika 18: Sprememba konformacije SWI v WTGDP H1. (a) Superpozicija WTGDP (modro)
na kristalno strukturo WTGDP 4LPK (rdeče). Svetlo modro je prikazan WTGDP na
začetku produkcijske simulacije, temno modro pa struktura po 150 ns simulacije.
Slika 19: Sprememba konformacije SWI v G12DGDP H1. (a) Superpozicija G12DGDP
(modro) na kristalno strukturo WTGDP 4LPK (rdeče). Svetlo modro je prikazan WTGDP
na začetku produkcijske simulacije, temno modro pa struktura po 10ns simulacije.
Ras-GDP je konformacija SWI spremenjena glede na Ras-GTP, vendar je njena
gibljivost povečana le v primerih, ko je prišlo do počasnejših konformacijskih
sprememb. V Ras-GDP so torej dosegljive tudi počasne konformacijske sprembembe
v SWI (odmik od liganda), ki jih v Ras-GTP nismo opazili.
Preko RMSD smo opazili več večjih konformacijskih sprememb, ki so se dogajale
počasi glede na časovno skalo simulacije. Večje konformacijske spremembe so se
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Slika 20: Razmerje med RMSD Cα atomov SWII in α2 (aminokislinski ostanki 58-74) glede
na kristalni strukturi 4OBE in 4LPK.
v večji meri dogajale v modelih z GDP, kar je v skladu z dosedanjimi dognanji o
konformacijski dinamiki Ras. Dodatna fosfatna skupina v GTP namreč stabilizira
SWI in SWII. V odsotnosti GTP sta zanki bolj gibljivi, kar smo opazili na večji
variabilnosti položaja glavne verige v teh regijah. V konformacijskem prostoru
WTGDP smo opazili tudi konformacijo z močno odprtim vezavnim mestom za
GDP. Dosegljivost te konformacije bi lahko bila pomembna v procesu vezave
GEF in izmenjave GDP z GTP. Opažene konformacijske spremembe so počasne
glede na časovno skalo simulacije, zato jih ni bilo mogoče statistično ovrednotiti
ter primerjati verjetnost za prehod v različnih modelih, kar bi nam omogočilo
ovrednotenje konformacij v različnih orientacijah oziroma v prisotnosti ali odsotnosti
mutacije. Enkraten konformacijski prehod, prisoten v posamezni simulaciji, ki ga
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Slika 21: (a) Primerjava položaja SWII in α2 v kristalnih strukturah WTGDP K-Ras 4LPK
in 4OBE ter WTGTP Ras, 6GOD. (b) Superpozicija strukture G12DGDP P1 po 80 ns
simulacije na kristalni strukturi 4LPK in 4OBE. 4LPK je obarvan rdeče, 4OBE zeleno,
6GOD oranžno in G12DGDP P1 modro.
nismo opazili v drugem modelu je namreč lahko posledica naklučja in ne dejanske
razlike v PES med modeli. Do konformacijske spremembe SWI je prišlo v obeh
modelih WT-GDP v H1, vendar bi bilo za potrditev povezave med orientacijo in
konformacijsko spremembo potrebno izvesti več ponovitev simulacij ali bistveno
daljše simulacije. Z izračunom RMSF smo ugotovili, da je v vseh modelih z GDP
SWII bolj fleksibilen. To je v skladu z dosedanjim poznavanje razlik v konformacijski
dinamiki GTP- in Ras-GDP [14] Dodatna fosfatna skupina interagira z Gly60 in
stabilizira SWII. Povečanje RMSF v SWI pa smo opazili samo v modelih, kjer je
prišlo do večje konformacijske spremembe v tej regiji, kar nakazuje, da je fleksibilnost
SWI povečana predvsem na daljši časovni skali.
Povečanje RMSF v SWII je prisotno tudi v modelu WTGTP H1, kjer se je
večino produkcijske simulacije protein nahajal v “neaktivni” konformaciji. Obstoj
več konformacij Ras-GTP z različno vezavo aminokislinskih ostankov Thr35 in
Gly60 na γ-fosfatno skupino GTP je bila pri H-Ras pokazan eksperimentalno s
31P NMR[19]. V nekaktivni konformaciji je prekinjena interakcija med T35 in
γ-fosfatom ter med Gly60 in γ-fosfatom. V K-Ras pa je bila v simulacijah molekulske
dinamike opažena “vmesna” konformacija, kjer je bila prekinjena le interakcija z
Gly60. V kristalni strukturi T35S H-Ras, ki naj bi predstavlja približek neaktivne
konformacije Ras-GTP, je elektronska gostota v SWII neurejena [96], kar kaže na
povečano fleksibilnost te regije. Povečano fleksibilnost SWII smo opazili tudi pri
“vmesni” konformaciji v našem modelu WTGTP. Sklepamo lahko, da je konformacijska
dinamika K-Ras-GTP podobna kot pri H-Ras-GTP, vendar pa je na časovni skali
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MD dostopna le vmesna konformacija, saj NMR eksperimenti kažejo, da se prehod
med konformacijama dogaja na milisekundni časovni skali [15].
4.3 Kvaziharmonska analiza
Kvaziharmonska analiza omogoča dodaten vpogled v konformacijsko dinamiko
proteinov. Dinamiko proteina, ki jo vzorčimo s simulacijami molekulske dinamike,
razdeli na neodvisne načine nihanja z določenimi frekvencami. Primerjava gostote
vibracijskih stanj različnih modelov nam daje informacije o tem, kako “mehka” je
dinamika proteina. Nizkofrekvenčna nihanja so pogosto povezana s funkcionalnimi
kolektivnimi gibanji v molekuli. Za kvaziharmonsko analizo smo analizirali 150 ns
trajektorij Cα atomov katalitične domene za vse modele. Z diagonalizacijo
korelacijske matrike smo dobili 492 frekvenc. Izločili smo 6 načinov nihanja, ki
odgovarjajo translacijskim in rotacijskim prostostnostnim stopnjam. Vibracijske
frekvence so se nahajale v območju 2.59 cm−1-736.63 cm−1. Porazdelitev frekvenc
je prikazana na sliki 22. Gostota vibracijskih stanj ima značilno obliko z dvema
vrhovoma. Ožji vrh pri višjih frekvencah predstavlja lokalna nihanja znotraj
sekundarne strukture. Drugi vrh pri nizkih frekvencah pa predstavlja kolektivna
gibanja atomov, ki so tudi najbolj zanimiva s funkcijskega stališča. Oblika
porazdelitve frekvenc je v vseh primerih podobna, opazni pa so nekolikšni premiki
spektra v območju nizkih frekvenc. Gostota vibracijskih stanj na membrani je
običajno rahlo premaknjena proti nekoliko nižjim frekvencam, izjema je G12DGTP P1,
kjer je gostota vibracijskih stanj pomaknjena proti višjim frekvencam. Kvantitativno
spektre primerjamo z izračunom vibracijske entropije. Iz enačbe 3.4 je razvidno, da
k vibracijski entropiji prispeva predvsem prisotnost nihanj z nizkimi frekvencami.
Višja entropija tako pomeni pomik k nižjim frekvencam in “mehkejše” načine vibracij.
Nižja frekvenca namreč odgovarja nižjim energijam, tako so možni večji odmiki od
ravnovesne lege v smeri normalnih načinov z nizkimi frekvencami. Veliki odmiki od
ravnovesne lege pa omogočajo prehajanje med minimumi PES. Vibracijske entropije
Cα atomov so prikazane na sliki 23.
Izračuni entropije kažejo, da je dinamika Ras znatno spremenjena v GTP
v primerjavi z GDP stanjem. V večini primerov je entropija GDP-vezanega
proteina višja kot entropija GTP-vezanega proteina v enakem okolju. Izjema je
G12DGDP P1, kjer je entropija nižja kot v večini preostalih modelov. Razmeroma
visoko entropijo ima tudi WTGTP H1, kar je lahko posledica dejstva, da se je
protein nahajal v neaktivnem GTP-vezanem stanju, kjer je dinamika SWII podobna
kot v GDP-vezanem stanju. V večini primerov se je entropija ob vezavi proteina
na membrano povišala, kar pomeni negativen prispevek k prosti entalpiji vezave.
G12DGDP v vodi ima bistveno višjo entropijo, kar je lahko posledica drugačne
konformacije SWII v primerjavi s preostalimi modeli ali interakcije med HVR in
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Slika 22: Gostota vibracijskih stanj za (a) WTGTP, (b) WTGDP, (c) G12DGTP, (d)
G12DGDP.
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Slika 23: Vibracijske entropije, izračunane iz frekvenc kvaziharmonične analize.
katalitično domeno.
Mehkejša dinamika proteina omogoča, da lažje pride do večjih konformacijskih
sprememb. Gostota vibracijskih stanja proteina na membrani je pomaknjena proti
nižjim frekvencam, zato lahko membrana, poleg svoje funkcije pri lokalizaciji proteina
in omogočanja stika med interakcijskimi partnerje, k delovanju proteina prispeva
tudi preko modulacije interne dinamike proteina, saj zniža aktivacijsko energijo za
konformacijske spremembe, potrebne za funkcijo proteina.
Vizualno smo analizirali lastne vektorje treh vibracijskih načinov z najnižjimi
frekvencami pri vsakem modelu. Načini z nizkimi frekvencami med različnimi modeli
večinoma niso neposredno primerljivi, zato nismo mogli primerjati premikov frekvenc
posameznih načinov med različnimi modeli. To je lahko posledica sprememb v
PES različnih modelov ali pa omejenega vzorčenja konformacijskega prostora. Trije
najnižji vibracijski načini za vsak model so prikazani v prilogi na slikah S1, S2
in S3. V obeh modelih Ras-GDP v H1 (WTGDP H1 in G12DGDP-H1) sta najnižja
vibracijska načina podobna. Večina katalitične domene kolektivno rotira okoli osi
skozi vijačnico α5, medtem ko lastni vektorji atomov na SWI in SWII kažejo v
nasprotno smer (slika 24). Podoben vibracijski način je prisoten tudi pri WTGTP H1,
medtem ko pri preostalih modelih podobnega načina ni med petimi načini z najnižjimi
frekvencami. Način je torej prisoten le v orientaciji H1 v modelih z GDP ter v
modelu WTGTP, kjer se je protein nahajal v neaktivni konformaciji. Edini model v
H1, kjer ni podobnega načina, je G12DGTP, kjer se je protein nahajal v aktivni GTP
konformaciji. Pri WTGDP H1 in G12-GDP H1 je prišlo do večjega odmika SWI od
preostale katalitične domene. Ta konformacijska sprememba bi lahko bila povezana
s tem normalnim načinom, saj lastni vektorji kažejo odgovarjajoče odmike SWI.
Način je prisoten tudi pri WTGTP H1, kjer takšne konformacijske spremembe nismo
opazili. V tem modelu se način nahaja pri nekoliko višji frekvenci kot pri ostalih dveh.
Prisotnost normalnega načina nakazuje, da bi se konformacijska sprembemba, ki je
glede na naše simulacije značilna za Ras-GDP v H1, lahko zgodila tudi v WTGTP v
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neaktivni konformaciji. Za potrditev te hipoteze bi morali izvesti daljšo simulacijo.
Normalen način je prisoten tako v WTGTP H1 kot WTGDP H1, kjer je bil protein
del simulacije v orientaciji H2 (interakcija preko α3 in α4) kot v G12DGDP, kjer je
bil protein skozi celotno simulacijo v H1. Podoben nihajni način smo opazili tudi v
modelih Ras-GDP v P1, vendar se način v obeh primerih razlikuje od omenjenega
načina nihanja pri Ras-GDP v H1 v smeri odmika SWI. V tem primeru se katalitična
domena, vključno s SWI rotira okoli osi vijačnice α5, SWII pa se odmika v drugo
Slika 24: Vizualizacija lastnih vektorjev izbranih kvaziharmonskih frekvenc za WTGDP H1,
G12DGDP H1 in WTGTP H1. Z modro je označen SWI, z zeleno SWII.
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Slika 25: Vizualizacija lastnih vektorjev izbranih kvaziharmonskih frekvenc za WTGDP P1
in G12DGDP P1. Z modro je označen SWI, z zeleno SWII.
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smer (slika 25). Načina bi se lahko funkcijsko razlikovala, saj v tem primeru pride
do večjega razpiranja vezavnega žepa za ligand.
Pri simulacijah v vodi nismo v nobenem primeru opazili kvaziharmonskih načinov
z rotacijo glavnine katalitične domene okoli α5. Spremenjeni nizkofrekvenčni načini
nihanja Ras-GDP ob interakciji z membrano bi lahko vplivali na zmožnost proteina
za opravljanje funkcij kot je vezava GEF in izmenjava nukleotida. Kvaziharmonska
analiza je torej pokazala, da interakcija z membrano poviša vibracijsko entropijo
proteina in spremeni interno dinamiko proteina, kar lahko prispeva k poteku
konformacijskih sprememb, ki so potrebne za funkcijo proteina.
Študije interakcije K-Ras z membrano kažejo, da je interakcija med katalitično
domeno K-Ras in membrano dinamična, torej je prisotno ravnotežje med več
različnimi orientacijami. To potrjujejo tudi naše simulacije, saj se tekom simulacij
različni modeli niso ustalili v določeni orientaciji z dobro definirano kontaktno
površino. Z nobeno izmed orientacij, ki smo jih uporabili kot izhodne orientacije
ni možno pojasniti vseh procesov, v katerih je udeležen K-Ras (interakcija z GEF,
GAP, efektorji ter dimerizacija). Za celotno funkcijo K-Ras je torej pomembnih
več orientacij. Interakcija z interakcijskimi partnerji pa lahko bistveno vpliva na
ravnotežje med različnimi orientacijami in stabilizira orientacije, ki pri izoliranem
K-Ras na membrani niso nujno gosto zasedene. Orientacija, v kateri lahko pride
do določene funkcije proteina, se torej lahko vzpostavi sočasno z vzpostavitvijo
interakcije z drugimi proteini. Produktivnosti posameznih orientacij K-Ras na
membrani v tem primeru ne moremo oceniti neposredno iz dostopnosti določenih
površin. Različne orientacije Ras na membrani pred interakcijo pa bi zaradi
različne dinamike proteina lahko vplivala na to, kako se interakcija s sledečo
spremembo orientacije vzpostavi. Za natančnejše ovrednotenje orientacij bi bilo zato
potrebno simulirati celoten proces nastanka kompleksa iz sprva ločeniega K-Ras v
različnih orientacijah ter interakcijskega partnerja. Na ta način bi lahko vzpostavili
povezavo med dinamiko proteina v različnih orientacijah ter njegovo zmožnostjo
za interakcijo z drugimi proteini. Vedno več je dokazov, da je prehajanje med
različnimi orientacijami integralni del dinamike K-Ras. Zato omejevanje orientacijske
fleksibilnosti proteina ponuja strategijo za modulacijo funkcije K-Ras v kontekstu
inhibicije hiperaktiviranega K-Ras v rakavih celicah. Nedavne raziskave na tem
področju kažejo, da je z mahnimi molekulami oziroma peptidi možna stabilizacija
orientacije, v kateri efektorska domena ni dostopna in da je na ta način možno
zmanjšati afiniteto K-Ras do efektorjev [56, 97]. Pomembno je tudi opažanje, da
onkogene mutacije vplivajo na orientacijo proteina. Specifični značaj interakcije med
mutiranim proteinom in membrano bi lahko omogočil razvoj inhibitorjev z določeno
mero selektivnosti za K-Ras z določeno mutacijo. Naša študija v kombinaciji z
eksperimentalnimi opažanji Mazhab et. al. kažejo, da se interakcija z membrano
v G12D-Ras razlikuje od interakcije proteina divjega tipa. Pokazali smo tudi, da
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orientacija K-Ras glede na membrano vpliva na njegovo interno dinamiko.Nadaljne
raziskave na tem področju bi lahko prispevale k razvoju inhibitorjev, ki delujejo
specifično na protein v določeni orientaciji in ga stabilizirajo v položaju, v katerem
je njegova funkcija onemogočena.
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Zaključek
• Pokazali smo, da membrana omeji translacijo proteina v vseh smereh, predvsem
v smeri pravokotno na membrano. K-Ras na časovni skali simulacij ostane
stabilno vezan na membrano.
• Interakcija katalitične domene z membrano je dinamična, na časovni skali
150 ns se pri različnih modelih ne vzpostavi enotna porazdelitev deleža časa
posameznih aminokislinskih ostankov v kontaktu z membrano.
• Orientacija P1, v kateri je efektorska domena zakrita z membrano, pogosto
prehaja v orientacijo, v kateri je možna interakcija z efektorjem Raf-1.
• Opazili smo prehode med orientacijama H1 in H2, kar nakazuje, da ima ta
prehod razmeroma nizko aktivacijsko pregrado glede na prehode v druge
orientacije.
• Mutacija G12D premakne ravnotežje med orientacijama H1 in P1 proti H1
preko znižanja interakcijske energije za H1 in povišanja interakcijske energije
v P1. Opažanje se sklada z eksperimentalnimi ugotovitvami.
• Pokazali smo, da je v Ras-GDP v H1 možna spontana konformacijska
sprememba v SWI, ki bi lahko bila povezana s sproščanjem liganda.
• Dinamika Ras-GTP v neaktivni konformaciji je glede na RMSF, RMSD in
glede na kvaziharmonske načine nihanja podobna dinamiki Ras-GDP.
• Vezava K-Ras na membrano poviša vibracijsko entropijo, kar omogoča lažje
konformacijske spremembe, ki so potrebne za funkcijo K-Ras. Membrana
poleg lokalizacije proteina tako lahko vpliva na njegovo funkcijo tudi preko
spremembe interne dinamike.
• S QHA smo zaznali nihajne načine pri nizkih frekvencah, ki so specifični za
K-Ras z vezanim GDP na membrani in se razlikujejo glede na orientacijo na
membrani. S tem smo pokazali, da orientacija glede na membrano vpliva na
dinamiko proteina, omenjeni načini nihanja pa bi lahko imeli funkcionalno
vlogo.
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• Pokazali smo, da QHA omogoča razpoznavanje subtilnih sprememb v
konformacijski dinamiki. Medtem ko standardni metodi analize konformacijske
dinamike RMSD in RMSF nista pokazali signifikantnih razlik med različnimi
orientacijami proteina na membrani ter proteinom v vodi, smo s QHA lahko
zaznali spremembe v vibracijski entropiji ter načinih nihanja ob vezavi na
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Slika S1: Vizualizacija lastnih vektorjev treh kvaziharmonskih načinov nihanja Cα atomov
z najnižjimi frekvencami za modele WT-K-Ras na membrani. K-Ras je prikazan kot veriga
Cα atomov. Z modro je označen SWI in z zeleno SWII.
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Slika S2: Vizualizacija lastnih vektorjev treh nihajnih načinov Cα atomov z najnižjimi
frekvencami za modele G12D-K-Ras na membrani. K-Ras je prikazan kot veriga Cα atomov.
Z modro je označen SWI in z zeleno SWII.
70
Slika S3: Vizualizacija lastnih vektorjev treh nihajnih načinov Cα atomov z najnižjimi
frekvencami za modele K-Ras v vodi. K-Ras je prikazan kot veriga Cα atomov. Z modro
je označen SWI in z zeleno SWII.
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